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RESUMO GERAL

Syagrus coronata (Mart.) Becc., popularmente conhecida como ouricuri e licuri, é
integrante de Arecaceae e apresenta grande importancia socioecondémica e
ecolégica. Apesar de ser uma espécie amplamente distribuida na Caatinga e Mata
Atlantica, a expansdo urbana e intensificacdo de praticas agropecuérias tém
contribuido para o declinio populacional acentuado, necessitando de medidas que
possam auxiliar a conservacdo de seus recursos genéticos. Estudos genbmicos
envolvendo a caracterizacdo da fracdo repetitiva e determinacdo do tamanho do
genoma vém sendo realizados para espécies de Arecaceae. No entanto, para S.
coronata ha a necessidade de estudar a organizacdo do DNA repetitivo. Diante
disso, objetivou-se neste estudo: 1) estimar o tamanho do genoma e caracterizar o
DNA repetitivo em S. coronata por citometria de fluxo e abordagem k-mer usando o
método RESPECT e 2) analisar a diversidade genética de populacbes de S.
coronata em dois biomas por meio de marcadores microssatélites e DNA de
cloroplasto. O tamanho do genoma foi estimado em 2,27 + 0,026 Gbp/1C usando
citometria de fluxo e 2,76 Gbp usando abordagem k-mer. A fracdo repetitiva do
genoma correspondeu a 60,39%, onde as sequéncias retrotransposons LTR foram
mais abundantes (37,62% para Tyl/Copia e 12,2% para Ty3/Gypsy). Outros
elementos repetitivos foram identificados: transposons (3,91%), DNA ribossémico
(0,56%) e sequéncias satélites (1,32%). Houve elevada diversidade em numero e
comprimento de mondémeros nas sequéncias satélites. Os resultados de diversidade
genética em seis diferentes localidades dos biomas Caatinga e Mata Atlantica
revelaram a formacdo de apenas um grupo populacional, indicando existir pouca
diferenciacdo genética entre as localidades estudadas. A maior parte da variacédo
genética esteve presente dentro das amostras (98,3% para dados de SSRs e
56,68% para SNPs), o que indica a presenca de fluxo génico dentro da populacao.
Para fins de conservacdo da espécie, sugere-se principalmente a conservacao in
situ visto que a alta diversidade encontrada dentro das populacdes indica ampla
distribuicdo nas diferentes localidades.

Palavras-chave: Palmeira nativa, ouricuri, fracdo genémica repetitiva, marcadores
moleculares, recursos genéticos.
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GENERAL ABSTRACT

Syagrus coronata (Mart.) Becc., popularly known as ouricuri and licuri, is a member
of Arecaceae and has great socioeconomic and ecological importance. Despite being
a species widely distributed in the Caatinga and Atlantic Forest, the urban expansion
and intensification of agricultural practices have contributed to the accentuated
population decline, requiring measures that can help the conservation of its genetic
resources. Genomic studies involving the characterization of the repetitive fraction
and determination of the genome size have been carried out for species of
Arecaceae. However, for S. coronata there is a need to study the organization of
repetitive DNA. Therefore, the objective of this study was: 1) to estimate the genome
size and characterize the repetitive DNA in S. coronata by flow cytometry and k-mer
approach using the RESPECT method and 2) to analyze the genetic diversity of
populations of S. coronata in two biomes using microsatellite markers and chloroplast
DNA. The genome size was estimated at 2.27 + 0.026 Gbp/1C using flow cytometry
and 2.76 Gbp using the k-mer approach. The repetitive fraction of the genome
corresponded to 60.39%, where retrotransposons LTR sequences were more
abundant (37.62% for Tyl/Copia and 12.2% for Ty3/Gypsy). Other repetitive
elements were identified: transposons (3.91%), ribosomal DNA (0.56%) and satellite
sequences (1.32%). There was high diversity in the number and length of monomers
in the satellite sequences. The results of genetic diversity in six different localities of
the Caatinga and Atlantic Forest biomes revealed the formation of only one
population group, indicating that there is little genetic differentiation between the
studied localities. Most of the genetic variation was present within the samples
(98.3% for SSR data and 56.68% for SNPs), which indicates the presence of gene
flow within the population. For species conservation purposes, in situ conservation is
mainly suggested since the high diversity found within populations indicates wide
distribution in different localities.

Keywords: Palm tree, ouricuri, repetitive genomic fraction, molecular markers,
genetic resources.
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1. INTRODUGCAO GERAL

Syagrus coronata (Mart.) Becc. € uma espécie pertencente a Arecaceae,
popularmente conhecida como “ouricuri” e “licuri” que possui grande relevancia
socioeconbmica por apresentar ampla utilizacdo para confeccdo de produtos para
fins artesanais, alimenticios e para outros setores industriais (Noblick 2017). Além
disso, trata-se de uma palmeira essencial para a fauna nativa que se alimenta de
seus frutos, especialmente a ave Anodorhynchus leari (conhecida como ararinha
azul), que enfrenta forte ameaca de extin¢cao (Santos-Neto e Camandaroba 2008). A
distribuicdo geografica de ouricuri € considerada ampla, onde pode ser encontrada
na Caatinga e também em dominios da Mata Atlantica (Noblick 2017, Souza et al.
2018).

As populagBes de S. coronata vém enfrentando acentuado declinio devido,
principalmente, a expansdo urbana e substituicdo das areas de ocorréncia natural
para a realizacdo de préaticas agropecuarias em desarmonia com 0sS ecossistemas,
resultando na elevada vulnerabilidade da espécie. Dessa maneira, € fundamental o
desenvolvimento de estratégias que proporcionem a conservacado dos seus recursos
genéticos. Nesse sentido, estudos sobre diversidade genética por meio de
marcadores microssatélites (SSR-Simple Sequence Repeats) em associacdo com
sequéncias de DNA cloroplastidiais (cpDNA) sao considerados promissores em
decorréncia da vasta distribuicio dos SSRs no genoma, sendo altamente
polimorficos, multialélicos, codominantes e de alta reprodutibilidade (Moura et al.
2017) e devido a abundancia de sequéncias de cloroplasto no genoma, flexibilidade
e facilidade no gerenciamento de dados (Thomson 2014).

Diante da diversificacdo gendmica presente nas plantas, pesquisas tém sido
realizadas para caracterizar a fracdo de DNA repetitivo, bem como classificar o
tamanho gendmico, que pode ser muito variavel entre as espécies (Leitch et al.
2005, Neumann et al. 2019). O DNA repetitivo compreende os fragmentos
homologos de DNA que sdo encontrados em varias cépias no genoma, podendo
representar até 90% do genoma em plantas (Mehrotha e Goyal 2014).

De maneira geral, estudos indicam sua participagdo na geracdo de
variabilidade genética, contribuicAo na manutencédo da integridade cromossémica,

regulacdo génica, dentre outros (Mestrovic et al. 2015, Zhu et al. 2016, Li et al.
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2017), podendo apresentar um padrdo de distribuicdo “em tandem” (sequéncias
satélites de DNA, DNA ribossémico e DNA telomérico) ou dispersa ao longo do
genoma (transposons de DNA e os retrotransposons) (Wicker et al. 2007, Mehrotha
e Goyal 2014). Na atualidade, por meio do Sequenciamento de Nova Geracéo
(NSG) e recursos avancados de bioinformatica, é possivel caracterizar a fracédo
repetitiva do genoma (Weiss-Schneewiss et al. 2015).

Estudos gendmicos vém sendo realizados em espécies da familia
Arecaceae (Ibrahim et al. 2021), porém, em S. coronata, apesar de haver pesquisas
genéticas (Souza et al. 2018, Aquila et al. 2018, Barbosa e Almeida 2018), trabalhos
sobre a caracterizagdo gendmica precisam ser efetuados, pois podem corroborar
para uma melhor compreensdo acerca da organizacdo da fracdo repetitiva e
implicacdo no processo evolutivo do ouricuri e espécies correlacionadas. Além disso,
considerando que a conservagao e utilizacdo dos recursos genéticos perfazem a
base para programas de melhoramento genético, o conhecimento proveniente de
estudos de diversidade genética em populacbes remanescentes de ouricuri pode
auxiliar na elaboracdo de medidas que auxiliem a conservacdo de seus recursos

geneéticos.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. ASPECTOS GERAIS DA PALMEIRA OURICURI (Syagrus coronata (Mart.)
Becc.)

A familia Arecaceae, Unica representante da Ordem Arecales, pertence ao
grupo das Monocotiledoneas sendo constituida por cerca de 2.600 espécies
distribuidas em mais de 260 géneros tropicais e subtropicais (Lorenzi et al. 2004).
De acordo com Lorenzi (2010), no Brasil, essa familia, de distribuicdo ampla e
hébitats diversificados, possui cerca de 200 espécies distribuidas entre 43 géneros,
aproximadamente. Sendo que na regido Nordeste do pais séo registradas cerca de
70 espécies pertencentes a 16 géneros. Dentre eles, encontra-se 0 género Syagrus
cujo numero de espécies relatadas em estudos remotos equivale a 36 espécies,
além de relatos de hibridos naturais (Noblick 1986, Lorenzi et al. 2004, Dransfield et
al. 2005).

Atualmente, porém, sabe-se que Syagrus € constituido por 65 espécies
(apenas 8 ndo sdo encontradas no Brasil), 2 subespécies e 14 hibridos naturais,
com distribuicdo ampla na regido Neotropical (Noblick 2017). Ainda segundo o autor,
o Brasil recebe destaque por possuir, dentre outras, uma palmeira singular que tem
a capacidade de sobreviver em regides de extrema seca, denominada Syagrus
coronata (Martius) Beccari. Trata-se de uma espécie endémica do Brasil, mais
precisamente do Dominio Fitogeografico da Caatinga (CPD) (Lorenzi 2010, Noblick
2017) e Dominios da Mata Atlantica (Souza et al. 2018), configurando uma espécie
altamente relevante nos ambientes onde € encontrada.

Syagrus coronata (Mart.) Becc. é, portanto, uma das espécies que integram
a familia Arecaceae, subfamilia Arecoideae e tribo Cococeae (Dransfield et al. 2005,
APG IV 2016). Foi inicialmente descrita por Martius, em 1826, recebendo como
bas6nimo Cocos coronata Martius, que foi alterado para Cocos quinquefaria
Barbosa Rodrigues, no ano de 1900 e, em 1910, para Glaziova treubiana Beccatri.
Alguns anos depois, passou a ser especificada como Syagrus quinquefaria (Barbosa
Rodrigues) Beccari e posteriormente como Syagrus trebiana (Beccari) Beccari. Até
que em 1916 recebeu o nome de Syagrus conorata (Martius) Beccari (Noblick 2017),
perfazendo seu epiteto até os dias atuais. Ja seu nome popular recebe variacbes a
depender da regido onde € encontrada, podendo ser conhecida como ouricuri, licuri,
aricuri, nicuri, alicuri, baba de boi, coqueiro cabecudo, coqueiro dicori, licurizeiro,
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nicuri e urucuri, dentre outros nomes que geralmente as comunidades tradicionais,
extrativistas e agricultores familiares designam (Drumond 2007, Noblick 2017).

Em seu trabalho proveniente de décadas de pesquisa, Noblick (2017)
enfatiza a predominancia desta palmeira na Caatinga sendo relatada ha anos,
evidenciando sua ampla distribuicdo que vai desde o Norte de Minas Gerais,
abrangendo os Estados de Sergipe, Alagoas e se estendendo até o Sul de
Pernambuco (Figura 1). No norte da Bahia, as populagdes de ouricuri distribuem-se
ao longo da costa, todavia, a medida que a vegetacdo comeca a mudar a leste — isto
€, deixa de ser uma regido de transicdo com vegetacdo seca e passa a ser
representada pela vegetacdo tipica de floresta Umida — nota-se uma reducao
populacional. Ainda segundo o autor, S. coronata demonstra ainda melhor
adaptacdo em areas de transicao entre a Caatinga e campos rupestres, podendo ser
considerada, assim, como um componente importante de algumas das florestas
estacionais semideciduais a leste de S&o Francisco. Ja ao norte de Salvador, as
populacdes de ouricuri se estendem até a zona de vegetacdo da restinga (litoral)
(Noblick 2017). No entanto, populacbes de S. coronata também podem ser
encontradas em dominios da Mata Atlantica (Souza et al. 2018), ressaltando a

distribuicdo da espécie em diferentes biomas.
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A palmeira ouricuri é caracterizada por ter ampla adaptacdo a diferentes
condi¢cbes do solo, apresentando bom desenvolvimento em solos férteis e profundos
como também em solos pedregosos, podendo ainda ser encontrado em areas com
afloramentos rochosos. Entretanto, ndo possui adaptacdo em solos com elevada
umidade (Drumond 2007).

2.2. DESCRICAO MORFOLOGICA

S. coronata faz parte da historia do Brasil de maneira muito significativa, onde
ja era amplamente utilizada por povos indigenas. Relatos historicos provenientes
dos séculos XVI e XVII enfatizam aspectos morfolégicos peculiares a esta palmeira,

como descrito a seqguir:

“As principais palmeiras bravas da Bahia sdo as que se chama de
ururucuri, que ndo sdo muito altas e dao uns cachos de cocos muito
miudos, do tamanho e cor dos abricoques, aos quais se come o de fora,
como os abricoques (...).”

In: “Tratado descritivo do Brasil”, em que se diz das palmeiras ururucuri,
de 1589, por Gabriel Soares de Souza, cuja reedicdo remonta ao ano
de 1851, Recife: Fundagdo Joaquim Nabuco.

“Dentre as palmeiras silvestres, as chamadas Urycury pelos indigenas,
bem como o Tucu, ndo crescem em tanta altura (em comparagdo com
as chamadas Pindova), sdo muito baixas que as outras e menos
conhecidas. Ericadas de espinhos aspérrimos; lenho férreo (...). Os
frutos sdo menores que os da Pindova; no mais, quase da mesma
natureza e sempre crescem em cachos.”

In: “Histéria Natural do Brasil llustrado”, capitulo X do Livro IV, em que
se diz de palmeiras Urycury, de 1648, por Guilherme Piso, cuja reedicédo
remonta ao ano de 1948, Sao Paulo: Companhia Editora Nacional.

Como relatado, esta palmeira possui uma estatura mediana, podendo atingir
atée 10 metros de altura, apresentando estipe Unico e ereto (a condicdo de
perfilhamento ndo € muito comum) com aproximadamente 25 cm de diametro, cuja
coloragdo é cinza escuro e com entren0s quase ausentes. Uma caracteristica que
merece destaque € que a porcado superior do estipe geralmente encontra-se
recoberta pela base persistente das bainhas das folhas mais velhas, conferindo-lhe

um aspecto peculiar. Seu sistema radicular é do tipo fasciculado, sendo de
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profundidade elevada e suas folhas sdo pinadas e de coloracao verde (que varia de
claro a intenso), podendo atingir até 3 metros de comprimento, possuindo projecdes
fibrosas similares a espinhos nas margens do peciolo. As folhas sédo arranjadas em
cinco fileiras encontradas comumente numa sequéncia em espiral — para a esquerda

ou para direita — ao longo do estipe. Esta filotaxia na “coroa” refere-se justamente a

seu epiteto atual “coronata” por formar esta copa frondosa com distribuicdo em
fileiras (Figura 2 A e D) (Lorenzi et al. 2004, Drumond 2007, Noblick 2017).

Ywamoowe! BRUAR Y 14 = - Y A N : R

Figura 2. Syagrus coronata (Mart.) Becc. (ouricuri) A. Populacdo nativa. B. Inflorescéncia e espata
coriarea. C. Infrutescéncia e D. Matriz com destaque para frutos maduros, disposicdo foliar e bainha
de folhas velhas na base do estipe. Fonte: Terto, J (2020).
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Trata-se de uma espécie monoica, com inflorescéncia do tipo panicula
medindo cerca de 35 — 55 cm de comprimento e de coloracdo amarela. Sua
disposicdo € caracterizada por ser interfoliolar, ramificada em espiral e pendular
sempre protegida por uma espata coriacea (Figura 2 B). Suas flores possuem um
odor adocicado e sédo unissexuadas, configurando uma distribuicdo padréo, onde as
flores pistiladas estdo sempre entre duas estaminadas, o que denomina uma triade
(Lorenzi et al. 2004, Noblick 2017). A época de florescimento varia de acordo com a
regido, todavia pode-se afirmar que surgem predominantemente entre maio e agosto
(Drumond 2007).

Os frutos estdo arranjados em cachos, sendo que cada um apresenta um
namero estimado de 1.300 frutos, onde a unidade possui 2 cm de comprimento e 1,4
cm de diametro. O ouricuri frutifica e floresce durante o ano todo, porém, o pico de
frutificagcdo equivale ao periodo de dezembro a marco. Em relacdo a coloragao,
apresentam variagao de acordo com o estado de maturacdo, de modo que quando
imaturos possuem coloracdo verde com o apice amarronzado, no entanto, no
processo de maturacdo adquirem uma nuance que permeia entre o amarelo ao
laranja (Figura 2 C e D) (Crepaldi et al. 2001, Drumond 2007, Santos-Moura et al.
2016, Noblick 2017).

Ainda segundo os autores, os frutos sdo do tipo drupa com formato oval-
elipsoide, apresentando exocarpo fibroso-ténue, mesocarpo fibroso-mucilaginoso e
endocarpo rigido. No processo de amadurecimento, o endosperma anteriormente
liguido se solidifica. As sementes, quando secas, apresentam-se marrons e seu
tegumento que é caracterizado pela elevada rigidez, revestindo a améndoa. Esta é
muito rica em Oleo, tem coloragdo amarronzada na regido externa, porém seu
interior € branco (Figura 3 A, B e C). Em relacdo aos aspectos nutricionais, a
améndoa € muito rica em ferro, célcio, cobre, magnésio, zinco, manganés, sais
minerais e betacaroteno (Crepaldi et al. 2001).

A palmeira ouricuri possui um elevado potencial socioambiental e econémico
nas areas de ocorréncia natural, sobretudo pelo fato de que todas as suas partes
tém ampla utilidade (Campos et al. 2018). Andrade et al. (2015) registraram em suas
pesquisas 537 usos conhecidos para S. coronata, onde aproximadamente 150 sdo
praticados com mais frequéncia. Esta versatilidade atribuida a espécie representa

uma fonte de renda n&o so para as populagdes humanas da regido, mas também na
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atualidade é vista como uma espécie notéria para fins de mercado. Seu potencial
esta se destacando cada vez mais nos setores energético, alimenticio, ornamental e
paisagistico, fitoterapico, artesanal e forrageiro, além de configurar um papel de

extrema importancia ecologica.

A C

Figura 3. A. Frutos maduros e sementes secas de S. coronata. B. Sementes
evidenciando o tegumento e améndoas e C. Corte transversal e diagonal em sementes de
ouricuri. Fonte: Terto, J (2020).

2.3. ATRIBUTOS ECOLOGICOS E POTENCIAL SOCIOECONOMICO

Do ponto de vista ecoldgico, configura uma espécie-chave nos ambientes
onde é encontrada, sobretudo por constituir um dos alimentos mais importantes para
a fauna nativa devido ao seu potencial de frutificagdo ao longo do ano (Drumond
2007). Dentre os animais que tém ouricuri como base alimentar, a ave
Anodorhynchus leari, popularmente conhecida como arara-azul-de-Lear, merece
destaque, pois seu principal alimento é justamente o fruto desta palmeira. Trata-se
de uma ave endémica do semiarido do Nordeste brasileiro, que se encontra
ameacada de extingdo devido, sobretudo, ao trafico e também pela reducédo cada
vez mais elevada de seu alimento especifico (IBAMA 2006, Santos-Neto e

Camandaroba 2008, Lima et al. 2014).
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S. coronata assume um papel importantissimo no que se refere a associacao
com outras espécies vegetais popularmente conhecidas como “plantas caroneiras”
ou epifitas que podem pertencer tanto ao grupo das briéfitas como ao grupo das
pteridofitas e angiospermas. Dentre todas elas, as espécies pertencentes a familia
Bromeliaceae, Cactaceae, Orchidaceae e Euphorbiaceae sao comumente
encontradas. De maneira geral, estas plantas fixam-se as bainhas foliares e também
no estipe para sobreviverem, através da absor¢cao de matéria organica e agua. Esta
relacdo simbidtica promove uma maior diversidade de animais dispersores de
sementes (zoocoria), contribuindo diretamente para a regeneracdo de areas
degradadas, evidenciando a importancia da palmeira ouricuri como hospedeira da
riqueza e diversidade destas epifitas (Oliveira et al. 2015, Carvalho et al. 2016,
Castro et al. 2016).

Por ser uma planta de aspecto robusto e peculiar, ouricuri vem ganhando
destaque como palmeira ornamental (Noblick e Barreto 2018). De acordo com
Lorenzi et al. (2004) e Drumond (2007), a arquitetura de suas folhas atrelado a
robustez de seu estipe, dentre outros fatores, chamam a atencao de profissionais da
area do paisagismo de modo que a tendéncia de popularidade e utilizacdo do
ouricuri no mercado ornamental configura ascensao. Nesse sentido, 0 melhoramento
genético de plantas torna-se fundamental para promover estudos de sele¢do de
genaotipos com caracteristicas favoraveis a este uso, pois mesmo com boa aceitacao
pelo consumidor, pesquisas no ambito paisagistico ainda sdo muito incipientes para
esta palmeira.

O potencial alimenticio do ouricuri, assim como suas caracteristicas gerais, €
comumente reportado na histéria do Brasil, onde ja era descrito a sua utilizacéo por
povos indigenas como uma fonte de alimentacdo e subsisténcia, como abaixo
mencionado:

“(...) e quebrando-lhe o carogo, donde se Ihe tira um miolo como o das
avelds, que é alvo e tenro e muito saboroso, 0os quais coquinhos sao
mui estimados de todos. Estas palmeiras tém o tronco fofo, cheio de um
miolo alvo e solto como o cuscuz, e mole; e quem anda pelo sertéo tira
esse miolo mole e cozi-o em um alguidar ou tacho, sobre o fogo, onde
se lhe gasta a umidade, e € um mantimento muito sadio, substancial e
muito proveitoso aos que andam pelo sertdo (...)"

In: “Tratado descritivo do Brasil”, em que se diz das palmeiras ururucuri,
de 1589, por Gabriel Soares de Souza, cuja reedicdo remonta ao ano
de 1851, Recife: Fundacédo Joaquim Nabuco.
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Na atualidade, pode-se afirmar que muitas comunidades locais tém esta
palmeira como uma fonte de alimentacéo e subsisténcia 0 que a torna um recurso
essencial para estas familias. O consumo do palmito oriundo do estipe é por vezes
mencionado como uma forma de alimentag&o em substituicdo da farinha, por possuir
um sabor adocicado e bem caracteristico ap6s cozido, triturado e peneirado. E
veridico que este foi - e ainda € — utilizado por familias de forma a combater a fome
(Noblick 2017).

Entretanto, muito engana-se quem pensa em ouricuri apenas como uma fonte
de alimentacdo secundaria. De maneira geral, se bem manejado, um ouricurizal
pode produzir até 4.000 kg/ha/ano, mesmo em condi¢cfes adversas (Drumond 2007).
Os frutos de ouricuri, mais especificamente suas améndoas, sdo amplamente
consumidas, tanto “in natura”, como na fabricacdo de sorvetes, doces, geleias,
licores, compotas, cocadas e outros subprodutos (Carvalho et al. 2016), de modo
gue vém ganhando cada vez mais notoriedade. A comercializagdo das améndoas “in
natura”, na maioria das vezes, segue um padrdo de organizagdo em forma de
“rosario” (Noblick 2017), ou seja, as améndoas sdo transpassadas por um cordao
em fileiras assimilando-se a um colar e posteriormente comercializadas em feiras
locais. Estudos acerca da composicao nutricional dos frutos de ouricuri revelam que
estes sdo altamente caloricos e suas améndoas sdo constituidas principalmente por
lipideos e proteinas (Crepaldi et al. 2001), chegando a fornecer até 39% de 6leo em
sua constituicdo (Salles et al. 2010).

Por possuir grande concentracédo de lipideos, a técnica de extracao de 6leo
proveniente das améndoas é considerada uma préatica ascendente devido aos
diversos beneficios atrelados. O 6leo extraido, portanto, pode ser destinado para
uso na culinaria que, alias, € muito usado pela populacdo do semiarido (Andrade et
al. 2015) e/ou na industria para a fabricacdo de saponaceos de excelente qualidade
(sabado em po, detergentes, sabdo em barra, sabonetes finos) (Noblick 2017).

O Oleo possui ainda outra utilidade muito relevante para a humanidade,
mediante a busca crescente por fontes alternativas de combustiveis, que é
justamente seu potencial na producao de biodiesel (Carvalho et al. 2016). De acordo
com Salles et al. (2010), S. coronata € uma fonte de triglicerideos adequada para a

sintese de biodiesel com grande potencial de mercado. Esta caracteristica inclusive
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tem despertado o interesse de varios produtores rurais a fim de manejar seus
povoamentos naturais ou até mesmo de estabelecer novos plantios com esta
finalidade (Drumond 2007). Todavia, vale a pena destacar a necessidade do
desenvolvimento de pesquisas cientificas para gerar mais informacdes, tornando
esta espécie mais conhecida a nivel nacional e também oferecer suporte técnico
para melhor orientar os produtores rurais no cultivo.

A convivéncia com a palmeira ouricuri permitiu que as comunidades rurais
desenvolvessem técnicas de aperfeicoamento e utilizacdo de suas folhas na
geragao de renda, tornando-a um recurso de subsisténcia essencial de modo que
essa aptidao é repassada de geracdo a geracdo. Neste sentido, as folhas possuem
uma maleabilidade peculiar que confere resisténcia e facilidade na fabricacdo de
diversos produtos e, por isso, sdo amplamente usadas como fontes de matéria-
prima para confeccdo artesanal, a citar: vassouras, redes de pesca, chapéus,
bolsas, cestas, esteiras, espanadores, bijuterias, peneiras, dentre outros (Andrade et
al. 2015, Noblick 2017). Tendo em vista este potencial, associacées e cooperativas
estdo sendo criadas para promover uma melhor organizacdo entre os agricultores
familiares e gerar uma maior visibilidade perante ao publico (a exemplo da
Associacdo das Artesas do Pontal do Coruripe — AL e Cooperativa de Producéao da
Regido do Piemonte da Diamantina — BA), permitindo que seus produtos sejam cada
vez mais inseridos no mercado.

Além disso, as folhas ap6s serem trituradas podem ser usadas como
complemento na alimentacdo animal, principalmente em periodos de escassez
hidrica. Servem também como componente na fabricagdo de casebres e
construcdes rurais (Rufino et al. 2008, Andrade et al. 2015, Noblick 2017) e através
da raspagem de suas folhas pode-se extrair uma cera de excelente qualidade
(similar & cera da carnaubeira) (Crepaldi et al. 2010) que é muito propicia para a
fabricacdo de papel carbono, graxa para sapatos, tinta para pintura de moveis e
automoveis (Lorenzi 2010).

S. coronata possui um amplo potencial fitoterapico, entretanto, ainda é pouco
explorado e divulgado perante a sociedade. Todavia, seus beneficios sao
conhecidos e utilizados por populacdes locais de modo que os relatos de eficacia
tém despertado de maneira crescente o0 interesse para o desenvolvimento de

pesquisas. Dentre os efeitos fitoterapicos, pode-se mencionar o uso da agua
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proveniente dos frutos, mais especificamente do endosperma, para tratamentos
oculares (colirio), bem como agente de combate a micoses, auxiliando também para
promover uma cicatrizacdo mais rapida em ferimentos; o uso das raizes é
comumente citado como um ingrediente corrigueiro em chas para auxiliar o
desequilibrio na produgcédo de horménios no periodo de menopausa e com potencial
calmante, além de ser usado para combater dores da coluna vertebral (Rufino et al.
2008). Pesquisas investigando as propriedades antimicrobianas de ouricuri foram
realizadas e revelaram que, de fato, trata-se de uma espécie potencial para esta
caracteristica, principalmente devido a compostos presentes em suas
inflorescéncias (Hughes et al. 2013).

E inquestionavel o potencial atribuido a S. coronata. Todavia, as questbes de
cultivo (com adequado manejo), aperfeicoamento tecnoldgico e, principalmente, a
exploracdo consciente pelas comunidades locais configuram um crescimento
produtivo e maior representacdo dos produtos diretos e indiretos, levando em
consideracdo a consolidacdo no mercado. Faz-se necessario, portanto, um melhor
planejamento de estratégias de aproveitamento da palmeira como um todo por meio

de bases racionais e sustentaveis.

2.4. MELHORAMENTO GENETICO DA PALMEIRA OURICURI

De maneira geral, a formacéo de bancos de germoplasma e desenvolvimento
de programas de melhoramento sdo essenciais para o processo de domesticacéo
das espécies. Nesse sentido, o pré-melhoramento envolvendo as etapas de
caracterizacdo e obtencdo de informacdes acerca da diversidade é essencial
(Manfio et al. 2011).

A forma mais comum de exploracdo de S. coronata na atualidade € mediante
0 extrativismo, ndo havendo ainda programas de melhoramento genético, apesar
de esta palmeira possuir elevada importancia do ponto de vista agricola devido ao
vasto potencial de utilizacdo para atender as necessidades da industria como, por
exemplo, nos setores paisagistico (Noblick e Barreto 2018), alimenticio (Andrade et
al. 2015), saponéaceo (Noblick 2017), combustivel alternativo (Carvalho et al. 2016).
Dessa maneira, fazem-se necessarios mais estudos que fornecam mais
informacdes acerca de sua biologia reprodutiva, caracterizagdo morfoldgica,

capacidade produtiva, variabilidade genética, dentre outros fatores que sao
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utiizados como base para auxiliar no desenvolvimento de programas de
melhoramento genético.

Pesquisas e publicacdes acerca da caracterizacdo da biologia floral de S.
coronata sdo incipientes, porém, demonstram que se trata de uma espécie
xendgama facultativa, em que possui um sistema reprodutivo misto, ndo havendo
auto-incompatibilidade. A polinizagdo ocorre, principalmente, através de insetos
(com destaque para espéceis de abelhas e besouros) e do vento. Ja a dispersao
dos frutos se da por meio da zoocoria, onde pode ser realizada por animais
silvestres como também por animais domésticos que forrageiam em é&reas de
ocorréncia da palmeira (Rocha 2009).

Embora em numero reduzido, alguns estudos vém sendo realizados com
objetivo de avaliar caracteristicas morfolégicas e produtivas que podem ser
utilizadas em futuros programas de melhoramento genético da palmeira ouricuri, a
citar: caracterizacdo dos frutos, altura da planta, nUmero de folhas por planta,
comprimento da folha, largura da folha, projecdo da copa, diametro do estipe,
numero de cachos, numero de estruturas florais, peso de cacho, nimero de frutos
por cacho, peso do engaco, comprimento do cacho e peso de 10 frutos frescos, em
gue ja foi constatada notavel variabilidade genética entre os genoétipos avaliados
com potencial para insercdo em programas de melhoramento (Santos-Moura 2016,
Neves 2021).

2.5. CONSERVACAO E RECURSOS GENETICOS DE OURICURI

Ao decorrer dos anos as populacdes nativas de ouricuri vém enfrentando
notavel depauperamento nas suas areas de ocorréncia natural, sobretudo pelo uso
de praticas agropecuarias em desarmonia com 0s ecossistemas, tais como,
gueimadas, supressao indiscriminada de vegetacdo nativa e o sobrepastoreio do
gado (Rocha 2009, Conceicao et al. 2018).

S. coronata possui uma caracteristica singular constituindo uma espécie
totalmente aproveitavel, gerando grandes beneficios para as comunidades que
sobrevivem por meio da exploracdo extrativista (Noblick 2017). Todavia, a pratica de
extracdo de frutos, folhas e estipe de maneira ndo sustentavel desde épocas
coloniais contribuiu efetivamente no drastico declinio populacional. Dessa forma, em

meados da década de 1940 alguns 6rgdos de carater federal e municipal
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comecaram a estabelecer medidas visando uma exploragdo mais racional e voltada
para a conservacao da espécie, sendo a promulgacdo do decreto — Lei de 17 de
setembro de 1941 uma das primeiras medidas legais especificas culminando na
criacao do Servico de Defesa do Licurizeiro (Rocha 2009).

Apesar disso, os licurizais nativos continuaram a ser prejudicados de modo
gue no ano de 1996 a Unido Internacional de Conservagdo da Natureza (IUCN)
inseriu S. coronata em sua lista de espécies vegetais ameacadas, categorizando-a
como Espécie Vulneravel e recomendou o desenvolvimento de alternativas para
auxiliar na recuperacdo das populagbes afetadas (Johnson 1996). Em um cenario
mais recente, com o intuito de promover e reger medidas favoraveis a conservagao
da palmeira ouricuri, foi estabelecida a Instrucdo Normativa (IN) 191/2008 que,
dentre seus preceitos, proibe o corte nas areas de sua ocorréncia natural, além de
orientar sobre a pratica de coleta de frutos e folhas para fins diversificados (Normas
Brasil 2008).

De acordo com Gomes et al. (2018), os Estados de Pernambuco, Sergipe e
Bahia tém a presenca de S. coronata em suas Unidades de Conservacdo (UC),
sendo a espécie localizada e monitorada principalmente em Parques Nacionais
(Catimbau/PE, Chapada da Diamantina/BA e Serra de Itabaiana/SE), Floresta
Nacional (Ibura/SE), Estacéo Ecoldgica (Canudos/BA), Areas de Protecdo Ambiental
(Morro do Urubu/SE e Serra Branca/BA), Area de Relevante Interesse Ecoldgico
(Cocoroc6/BA), Parque Estadual (Canudos/BA) e em Parques Municipais
(Pituagu/BA e Zoobotanico/BA). Estudos diversificados séo realizados nestas areas
mencionando a presenca de ouricuri como espécie representativa da vegetacdo
como, por exemplo, levantamento e caracterizacéo floristica (Fernandes e Queiroz
2015, Santana et al. 2017) e trabalhos que demonstram a importancia de S.
coronata na conservacao da diversidade de espécies epifitas (Castro et al. 2016).

Tendo em vista o status atual de popula¢des naturais desta espécie, mesmo
mediante agcbes de conservagao in situ, faz-se necessario o desenvolvimento de
medidas que permitam assegurar um estado adequado de conservacao do ouricuri.
Neste sentido, medidas de conservagdo ex situ tém adquirido um papel relevante,
sobretudo a despeito da insercdo de sementes dessa palmeira no banco de
germoplasma do Centro de Referéncia Para a Recuperacio de Areas Degradadas

(CRAD-UNIVASF) (Gomes et al. 2018), com o intuito de preservar as caracteristicas
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genéticas da espécie para utilizacdo em pesquisas futuras. De acordo com Nass et
al. (2008), a formacao adequada dos bancos de germoplasma é fundamental para a
identificacdo de potenciais genitores a serem utilizados em programas de
melhoramento vegetal, além de ser uma valiosa ferramenta para a conservacao dos
recursos genéticos.

Faz-se necessario a implementacao de acdes de conservacao, tendo em vista
seus valores imensuraveis para a manutencao da biodiversidade local como também
para a comunidade rural (Rocha 2009). No caso mais especifico desta palmeira,
pode-se destacar que se trata de uma planta que assume um papel vital no ciclo de
vida de diversos organismos no ambiente em que é encontrada, pois, mesmo sob
déficit hidrico, permanece perenemente verde e frutificando, garantindo o sustento
de familias locais e alimento para uma série de animais (Noblick e Barreto 2018).
Sendo assim, estudos agrondmicos visando, principalmente, o aperfeicoamento de
técnicas de propagacdo, cultivo e tratos culturais, estratégias para a obtencdo de
uniformidade e reducdo de tempo no processo germinativo caracterizam algumas
das acdes a serem realizadas que podem subsidiar para uma exploracdo mais
consciente, podendo contribuir no processo de conservacdo da espécie (Conceicado
et al. 2018).

E perceptivel a necessidade de adocdo de medidas que visem a conservacgao
dos recursos genéticos por meio da intensificacdo de fiscalizacdo do cumprimento
das Leis de preservacdo, assim como incentivar a realizacdo de projetos que visem
a producdo de mudas e capacitacdo dos produtores das comunidades que geram
renda através uso desta palmeira.

Com esse intuito, publicacdes tém sido realizadas enfatizando a adocao de
praticas de manejo para o extrativismo sustentavel (Aroucha e Aroucha 2013, Brasil
2014), demonstrando sua importancia como hospedeira de espécies epifitas
(Oliveira et al. 2015, Castro et al. 2016), avaliando técnicas que contribuam para
uma germinacdo eficiente (Carvalho et al. 2005, Rodrigues et al. 2006) e
crescimento inicial das plantas (Carvalho et al. 2006), caracterizando a composi¢éo
nutricional dos frutos (Crepaldi et al. 2001) e a morfologia de frutos, diasporos,
sementes, plantulas e mudas (Santos-Moura et al. 2016). No entanto, vale a pena
mencionar a importancia do desenvolvimento de pesquisas cientificas que auxiliem

na manutencao das populacdes naturais de S. coronata, sobretudo estudos voltados
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para 0 mapeamento da espécie, fenologia, biologia reprodutiva, aperfeicoamento de
técnicas de conservacao e diversidade genética para subsidiar a conservacao dos

recursos genéticos (Conceicéao et al. 2018).

2.6. DIVERSIDADE GENETICA E METODOS ESTATISTICOS DE MEDIDA

E sabido que a conservacdo e a exploracdo dos recursos genéticos de
determinada espécie vegetal constituem a base para o desenvolvimento de um
programa de melhoramento (Frankel et al. 1995) e que o conhecimento acerca da
diversidade genética pode contribuir para auxiliar na conservacédo de germoplasma
(Duran et al. 2009).

Dessa forma, entende-se diversidade genética a variagdo encontrada em
sequéncias genbmicas pertencentes a individuos de uma mesma espécie, sendo
esta diversificacdo genética constituinte de um conjunto de marcadores especificos
(Hartl e Clark 2010), que se origina mediante eventos de mutacdes que sao
acumuladas ao longo dos processos evolutivos (Arnold e Kunte 2017).

Os bancos de germoplasma caracterizam-se por possuir variabilidade
genética contendo acessos de diferentes tipos, como acessos silvestres, cultivares
obsoletas ou aquelas provenientes do melhoramento propriamente dito (Borém e
Miranda 2009). E de extrema importancia a caracterizacdo da diversidade genética,
sobretudo para que haja a identificacdo de gendtipos distintos para uso no
melhoramento e para fins de conservacao. Além disso, espécies vegetais impostas a
atividades extrativistas com manejo inadequado estdo mais propensas a sofrerem
reducdo populacional e, portanto, necessitam de estudos genéticos que
caracterizem a diversidade para que estratégias de conservacdo dos recursos
genéticos sejam elaboradas da melhor maneira possivel.

De maneira geral, espécies de plantas que possuem sistema misto de
reproducdo e mecanismos eficientes para disperséo do polem e sementes, tendem a
apresentar uma maior variacdo genética dentro das populacdes e uma variacao
genética reduzida entre elas (Zanettini e Cavalli 2003).

A determinagdo da diversidade genética intra e interpopulacional podem ser
estimadas por meio de marcadores moleculares. O Teorema de Hardy-Weinberg &
caracterizado por ser o modelo classico utilizado para estudos de diversidade em
populacfes infinitas, cujo cruzamento seja aleatorio, estando na auséncia de
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mutagdo, migracdo e selecdo. Dessa forma, € possivel a obtencéo de inferéncias
estatisticas para dados sobre diversidade genética. Dentre os métodos estatisticos
utilizados para caracterizar a diversidade genética, as estatisticas F, a diversidade
de Nei (Nei 1978) e as andlises de variancia das frequéncias alélicas séo
frequentemente usados, além dos indices H (Shannon 2001), G (Stoddart e Taylor
1988) e lambda (Simpson 1949).

O valor de Fst pode variar de 0 a 1, em que Fsr=1 indica subpopulacdes
homozigotas em sua totalidade com a presenca de alelos distintos entre elas. Por
outro lado, quando o valor de Fst=0 indica ndo haver diferenciagdo genética entre as
subpopulacdes, pois as frequéncias alélicas sdo idénticas entre elas. Diante disso,
interpretacdes de valors de Fst foram sugeridas para facilitar a interprecéo, de modo
gue Fst entre 0 — 0,05 confere pequena diferenciacdo genética; Fstentre 0,05 — 0,15
confere diferenciacdo genética moderada; Fst entre 0,15 — 0,25 confere grande
diferenciacdo genética e Fst com valor superior a 0,25 confere diferenciacdo
genética elevada (Wright 1978).

A diversidade genética baseada em Nei (1978) configura um método capaz
de obter a medida do grau de diferenciacdo genética entre pares de populagdes. Tal
método leva em consideracdo as identidades de dois genes escolhidos
aleatoriamente dentre e entre popula¢gfes independentemente do nimero de alelos.
Além disso, € um método de grande utilidade para uma analise rapida de uma
grande quantidade de informacdes de frequéncias génicas.

A andlise de variancia molecular (AMOVA) estima os componentes de
variancias analogos as estatisticas F e reflete a correlacdo da diversidade de
haplétipos em diferentes niveis de subdivisdo hierarquica. Sua base genética
consiste nas distancias genéticas como desvios da média de um grupo e usa 0s
quadrados dos desvios como variancias, 0 que permite a particdo da variacao
genética entre e dentro das populacdes analisadas (Excoffier et al. 2002).

A estatistica H (também conhecida como indice de Shannon) ndo se baseia
na heterozigozidade da populacdo. A partir do célculo de diversidade, pode-se
determinar o quanto a diversidade encontrada para um local difere da diversidade
hipotética estabelecida (Jamhour e Laroca 2004). Ja a estatistica G, conhecida
como indice de Stoddart e Taylor (1988), é utilizada para refletir a integracdo da

diversidade genética de cada loci em grupos multilocos. A estatistica lambda,
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conhecida como indice de Simpson (1949), é um indice de dominancia e reflete a
probabilidade de dois individuos serem préximos geneticamente.

2.7. MARCADORES MICROSSATELITES E SEQUENCIAS DE CLOROPLASTO

Em estudos voltados para analise de populacdes, os marcadores moleculares
codominantes sdo um dos mais indicados, visto que geralmente apresentam altos
niveis de polimorfismo intraespecifico. Nesse sentido, o marcador SSR (Simple
Sequence Repeat), também conhecido por microssatélite, se destaca pelo elevado
polimorfismo apresentado e por possuir distribuicdo aleatéria no genoma. Os
microssatélites sdo sequéncias curtas de DNA que estdo organizados lado a lado
(em “tandem”) (Hodel et al. 2016, Moura et al. 2017), cuja variagcdo do nuamero de
vezes em que 0 motivo se repete € proveniente de mutacdes ao longo da replicacéo
do DNA, conhecidas como slippage, onde basicamente hd a formacdo de
sequéncias diferentes comprimentos quando a enzima DNA-polimerase comete um
“erro” durante o processo de adicdo de pares de bases (Ferreira e Grattapaglia
1998).

Para analisar o polimorfismo encontrado nos marcadores SSRs, a técnica de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) permite que haja a sintese in vitro de
milhdes de copias de uma regido especifica de DNA através da atuacao da enzima
designada de Tag-DNA-polimerase. Neste processo, a dupla fita de DNA é
desnaturada, dando origem a cadeias simples para que os primers especificos
flanqueadores da regido do microssatélite se liguem a regiées complementares da
sequéncia alvo para que haja a sintese da nova fita de DNA em que, geralmente,
essas etapas ocorrem por aproximadamente 30 ciclos o que permite a visualizacao
em forma de bandas em gel de agarose (Ferreira e Grattapaglia 1998, Nybom 2004,
Semagn et al. 2006).

Um dos grandes avancos para analise de genotipagem foi o desenvolvimento
de fluorocromos usados para marcacédo de primers em microssatélites que, dentre
suas vantagens, cita-se a possibilidade de usar mais de um marcador na mesma
reacdo, desde que nao haja sobreposicdo de tamanhos. Basicamente, 0
procedimento consiste na marcacdo da fluorescéncia na extremidade 5 que, a
depender do tipo de fluoréforo utilizado, é excitado por um comprimento de onda

emitindo uma luminescéncia, possibilitando a identificacdo dos fragmentos
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amplificados e posterior analise em sequenciador automatico (Kimpton et al. 1993,
Missiaggia e Grattapaglia 2006).

Outro tipo de marcador muito utilizado em estudos de diversidade genética
baseia-se em regifes especificas do genoma de cloroplasto (cpDNA). De maneira
geral, o genoma de cloroplasto apresenta estrutura circular sendo representado por
duas regifes: a LSC (Large Single Copy Region) e a SSC (Small Single Copy
Region) interrompidas por duas copias de IRa e IRb (Large Inverted Repeats)
(Shinozaki et al. 1986). A presenca de uma mutacdo pontual em sequéncias de
cloroplasto, substituindo um nucleotideo por outro, é caracterizado como SNP
(Single Nucleotide Polymorphism). O uso destes marcadores moleculares tem
permitido o aumento do conhecimento sobre diversidade genética (Morgil et al.
2020) sobretudo por sua abundancia no genoma, facilidade no gerenciamento de
dados e flexibilidade (Thomson 2014).

Dentre as maneiras para a detec¢cdo de SNPs, estd a técnica baseada no
sequenciamento de regifes especificas de DNA provenientes de amplificacao via
PCR, utilizando primers correspondentes a estas sequéncias (Morgil et al. 2020).
Considerando que os SNPs se encontram amplamente distribuidos ao longo do
genoma, podendo estar presentes em regides codificadoras e ndo codificadoras, é
relevante a universalidade e qualidade dos primers (Hollinggsworth et al. 2011). Em
plantas, o espacador intergénico trnH-psbA (com comprimento de 200-500 pb)
apresenta nivel satisfatério de amplificacdo e sequenciamento, além de possuir alta

variacao de nucleotideos (Storchova e Olson 2007).

2.8. TAMANHO DO GENOMA VEGETAL

As primeiras definicbes sobre o termo “tamanho do genoma” indicavam
referéncia ao conteudo de DNA pertencente ao conjunto monoploide (Hinegardner
1976) enquanto que o “valor C” (C-value) era frequentemente empregado como o
conteaddo de DNA de todo complemento cromossdmico ou cariotipo. Devido a
necessidade de melhor esclarecer as expressdes como também promover um
conceito unificado e sem ambiguidades, varias discussdes foram sendo construidas
para descrever o conteudo de DNA nuclear com mais facilidade (Greilhuber et al.

2005). Atualmente, tamanho do genoma é definido no sentido mais amplo e refere-
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se a quantidade de DNA contida no nucleo celular haploide, convencionalmente
intitulado de valor C (Pellicer et al. 2018, Blommaert 2020).

Para estimar o conteudo de DNA nuclear, inicialmente foram adotadas
técnicas baseadas em analise quimica e também cinética de reassociacao utilizadas
para diversos tipos de organismos (Schimidt e Thannhauser 1945, Britten e Kohne
1968), porém, o fato de ambos os métodos serem realizados por meio de analises
provenientes de um elevado namero de células que, na maioria das vezes, estavam
em fases de divisdo celular divergentes e, portanto, com variacfes de quantidade de
DNA, ocasionava estimativas de baixa precisao.

Nesse sentido, a técnica de microdensiometria de coloracdo por coloracao
Feulgen foi utilizada justamente por apresentar uma maior confiabilidade na
estimativa na quantidade de DNA em relacdo as técnicas anteriores. Todavia, a
necessidade de uma melhor comparacao entre os resultados alcancados e também
por conta de o tempo para obtencdo dos dados ser elevado, além de ser uma
técnica que demanda muito trabalho (Michaelson et al. 1991, Greilhuber et al. 2005),
0 uso desta técnica foi decaindo significativamente.

Atualmente, em plantas os métodos mais utilizados para estimar o tamanho
do genoma sdo a abordagem baseada em k-mers (fragmentos de leituras com
quantidade fixa de nucleotideos) e a citometria de fluxo. O primeiro método consiste
basicamente no numero total de k-mers dividido pela cobertura do sequenciamento
(Li e Harkess 2018) e o segundo permite a andlise de dezenas de milhares de
particulas de acordo com suas propriedades fisicas e quimicas em um curto periodo
de tempo por meio do equipamento designado citbmetro. Nesta técnica, as
particulas em suspensdo (células ou nucleos) sdo coradas com marcadores
fluorescentes (fluorocromos) e atravessam um tubo capilar transparente que recebe
um feixe de luz laser de comprimento de onda conhecido. Inicialmente, as particulas
absorvem a luz e em seguida emitem uma faixa de luz com um comprimento de
onda maior que é captada e transferida para um computador ligado ao sistema para
ser interpretada (Bonnevier et al. 2018). Para obtencg&o de resultados eficientes é de
extrema importancia o preparo da suspensdo de maneira adequada conforme
descrito em protocolo (Loureiro et al. 2007). Dentre as principais vantagens deste

método de determinar o tamanho do genoma em espécies vegetais, destaca-se a
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alta reprodutibilidade e precisado (apresentando valores de coeficiente de variacao
menores que 5%), facil preparo da amostra e rapidez (Souza et al. 2004).

A quantidade de DNA (valor C) é medida em picogramas (pg) (Blommaert
2020) e a depender do valor obtido, os genomas podem pertencer a categorias
diferentes em funcdo da variacdo de seus tamanhos. De acordo com Leitch et al.
(2005), o tamanho dos genomas pode variar entre “muito pequenos” (1C <1,4 pg),
“‘pequenos” (1C e <3,5 pg), “intermediarios” (1C >3,5 a <14,0 pg), “grandes” (1C de
=214,0 a <35,0 pg) e “gigantes” (1C =235,0 pg).

Em plantas, a variagdo no tamanho gendmico é bastante expressiva podendo
ser facilmente observada em angiospermas, onde o menor genoma encontrado até
entdo é de 0,07 pg pertencente a Genlisea aurea var. aurea A. St.-Hil. e Genlisea
tuberosa Rivadavia, Gonella & A. Fleischm. (Lentibulariaceae) e o maior genoma
medindo 152,23 pg pertencente a Paris japonica (Franch. & Sav.) Franch.
(Melanthiaceae) (Pellicer et al. 2010, Pellicer et al. 2018, Leitch et al. 2019).

De acordo com o banco de dados do Royal Botanics Garden Kew (Londres),
apesar do valor do tamanho de P. japonica ser considerado gigantesco em relacao
as demais angiospermas, dentre as 10.770 espécies pertencentes a esse grupo, a
maioria apresenta genomas de tamanho 5,13+8,94 pg (Leitch et al. 2019). E
importante destacar que a variagdo de tamanho gendmico ndo ocorre somente entre
grandes niveis taxondmicos, podendo ocorrer também entre géneros (Kelly et al.
2015, Vaio et al. 2016) e ainda entre populacfes dentro de uma mesma espécie,
como é o caso do milho (Zea mays ssp. mexicana) (Bilinski et al. 2018).

Com base na informacdo de que existem genomas com tamanhos variados
entre as espécies vegetais, um dos maiores impasses dentro da genémica é buscar
cada vez mais compreender quais Sa0 0S mecanismos responsaveis por esta
variacao e suas implicagbes. O entendimento da diversidade gendmica apresentada
entre os diferentes grupos de plantas terrestres pode auxiliar numa melhor
interpretacdo acerca da evolucdo, além de impulsionar o aperfeicoamento de
técnicas moleculares. De maneira geral, sabe-se que 0s genomas podem apresentar
uma expansao ou reducao (Schubert e Vu 2016, Pellicer et al. 2018).

O evento denominado de poliploidia, ou seja, a duplicagdo do genoma
completo, € por vezes uma das principais razées para promover o aumento do

tamanho genémico e também uma das causas mais conhecidas, promovendo a
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duplicacdo de genes e também o conteido de DNA néo génico (Bennetzen 2002).
Todavia, alguns trabalhos tém demonstrado que h& um processo denominado
“‘genome downsizing” que ocorre apos a poliploidia e pode acarretar na perda de
DNA, diminuindo o tamanho do genoma (Leitch e Bennet 2004), mesmo que em
outras pesquisas haja evidéncias de que em alguns casos ocorre o impedimento da
perda de alguns genes (Pellicer et al. 2018). Outro evento que favorece a
diferenciacdo no tamanho genémico é o ganho e a perda de cromossomos, evento
definido como disploidia ascendente via fissdo cromossdmica e disploidia
ascendente via fusdo cromossoOmica, respectivamente (Schubert e Lysak 2011).

No entanto, o acumulo de sequéncias repetitivas de DNA, principalmente
transposons de DNA e retroelementos, configura um dos principais mecanismos
contribuintes para o aumento do tamanho genémico (Mehrotra e Goyal 2014,
Pellicer et al 2018), além de sequéncias a satélites (Garrido-Ramos 2015). De
maneira geral, a diferenciagdo do tamanho do genoma por meio de DNA repetitivo
tem sido alvo de muitas pesquisas com perspectivas distintas com o intuito de
melhor compreender como estas sequéncias estdo organizadas ao longo do
genoma. E de fundamental importancia que espécies pertencentes a grupos
taxondmicos variados sejam estudadas, enfatizando aquelas cujos dados gendmicos
séo considerados limitados (Pellicer et al. 2018).

Em Arecaceae, o numero de pesquisas acerca da determinacdo do tamanho
do genoma estd em ascencao, porém o numero de publicacées ainda é considerado
incipiente. No entanto, uma espécie que ja tem dados publicados € a Cocos nucifera
(popularmente conhecida como coqueiro), trata-se de uma espécie cujo género é
proximo a Syagrus (Meerow et al. 2009), de modo que trabalhos demonstram seu
genoma considerado pequeno, haja vista a classificacdo de Leicth et al. (2005)
usando metodologias diferentes. Na literatura, 0s seguintes valores foram
desiginados para o tamanho do genoma de C. nucifera: 2,42 Gpb (Xiao et al. 2017,
Yang et al. 2021); 2,23 Gpg (Lantican et al. 2019) e 2C=5,48 pg (Freitas Neto et al.
2016).

2.9. DNA REPETITIVO

O termo “DNA repetitivo” compreende a fragmentos homologos de DNA que

sdo encontrados em varias copias no genoma, sendo que a fragdo constituida por
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estas sequéncias pode representar até 90% do tamanho do genoma em plantas
(Mehrotra e Goyal 2014). O conhecimento sobre sequéncias repetitivas vem
crescendo muito ao longo dos anos e cada vez mais a necessidade em estuda-las
fica em evidéncia. Entretanto, nem sempre foi assim, em determinado momento a
fracdo repetitiva do genoma foi considerada como “DNA lixo” e “elementos egoistas”
(Orgel e Crick 1980, Doolitte e Sapienza, 1980).

Na atualidade, porém, sabe-se que o DNA repetitivo esta relacionado a
geracdo de variabilidade, contribuicio para a manutencdo da integridade dos
cromossomos (podendo também auxiliar na orienta¢cdo dos cromossomos durante o
processo de divisdo celular) e regulacdo da expressdo de genes, além de algumas
pesquisas evidenciarem sua participacdo no processo de especiacdo em plantas
(Belyayev e Raskina 2010, Mestrovic et al. 2015, Biscotti et al. 2015, Zhu et al. 2016,
Li et al. 2017).

Nesse sentido, diversos trabalhos tém sido realizados visando a
caracterizacdo do DNA repetitivo, localizacdo, organizacdo e abundancia dessas
sequéncias ao longo do genoma. O sequenciamento de Nova Geracdo (NGS) em
associacdo com a bioinformética tém permitido melhor entendimento da natureza e
comportamento dessa fracao repetitiva (Weiss-Schneeweiss et al. 2015, Biscotti et
al. 2015). Dentre as ferramentas utilizadas para identificacdo e classificagcdo de
sequéncias repetitivas, destaca-se a plataforma online e de livre acesso denominada
RepeatExplorer que, por meio de similaridade, tem a capacidade de agrupar as
sequéncias originando diferentes clusters que, por sua vez, representam diferentes
familias de DNA repetitivo (Novak et al. 2010, 2017, Garrido-Ramos 2017).

Ha dois tipos de padrdo de repeticdo destas sequéncias, podendo ser
encontradas de maneira dispersa ao longo do genoma ou em “tandem” (dispostas
lado a lado), sendo constituida por sequéncias satélites, DNA ribossomal (rDNA),
DNA telomérico. Ja a categoria dispersa possui a caracteristica de possuir
elementos genéticos com capacidade de realizar transposi¢cdo, por iSsoO S&o
denominados de elementos transponiveis (TEs). H& dois tipos de TEs de acordo
com seu modo de transposicao, os transposons (transposicdo mediada por DNA) e
retrotransposons (transposi¢cao mediada por RNA) (Kidwell 2002, Wicker et al., 2007,
Mehrotra e Goyal 2014).
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Em Arecaceae, mediante o nimero reduzido de publica¢cdes encontradas, a
espécie C. nucifera apresentou 72,75% do seu genoma composto por DNA
repetitivo, sendo que desse total, 92,23% correspondeu a sequéncias TEs (Yang et
al. 2021). Resultado semelhante para esta espécie foi encontrado por Ibrahim et al.
(2021), em que a fracdo repetitiva para o coqueiro foi 80,25%. Outra palmeira onde a
fracdo de DNA repetitivo foi estabelecida foi a Phoenix dactylifera (conhecida como

tamareira), sendo o valor correspondente a 41,42% (lbrahim et al. 2021).

2.9.1. SEQUENCIAS REPETITIVAS EM “TANDEM”

SEQUENCIAS DE DNA SATELITE

As sequéncias repetitivas localizadas em blocos nos cromossomos, ou seja,
gue se encontram em uma localizacdo especifica com uma configuracdo em
tandem, possuem diferentes comprimentos das unidades de repeticdo, bem como
matrizes de tamanhos variados. Sendo assim, essas sequéncias podem ser
classificadas em diferentes grupos a depender do seu tamanho e localizac&o
(Mehrotra e Goyal 2014). De acordo com Garrido-Ramos (2017), o termo “DNA
satélite” engloba uma ampla diversidade de sequéncias representantes de uma
parte da variacdo presente no genoma. As sequéncias de DNA satélite
desempenham importantes papeis na regulacédo da cromatina, regulacao de genes,
auxiliando nos processos de segregacédo e preservacao do material genético. Ainda
segundo o autor, a diferenciacdo entre as familias de SatDNA ocorre devido a
localizagéo, unidade de repeticdo, comprimento, abundancia e sequéncia dos
nucleotideos.

A descoberta do DNAsat ocorreu através da ultracentrifugacédo, de modo que
por meio de gradientes de densidade de cloreto de césio (CsCl), a fragdo de
sequéncias satélites foi identificada em um gradiente como uma banda separada do
resto do DNA (Kit 1961). Caracterizam-se por apresentar unidades de repeticao
ricas em AT, podendo formar matrizes de até 100 Mb. Os mondmeros possuem
comprimento que varia entre 150-400 pb (Mehrotra e Goyal 2014).

As matrizes de DNAsat sdo geralmente encontradas em heterocromatina (nas
regides pericentromeéricas e subteloméricas dos cromossomos), servindo como

componente fundamental na estrutura cromossdmica como, por exemplo, 0s
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centrdmeros e teldbmeros, além disso, as sequéncias satélites sdo consideradas a
fracdo mais repetitiva do genoma (Garrido-Ramos 2017, Belyayev et al. 2019) e
eventualmente podem contribuir de maneira efetiva para o aumento do tamanho do
genoma (Garrido-Ramos 2015).

De maneira usual, as sequéncias repetidas em “tandem” denominadas
minissatélites tem o comprimento do motivo de repeticdo variando entre 6-100 pb,
enquanto que as matrizes podem medir entre 0,5-30 kb. Enquanto que os
microssatélites possuem motivos de repeticdo bem menores (2-5 pb) (Mehrotra e
Goyal 2014). Conforme revisado por Garrido-Ramos (2017), eventualmente pode
ocorrer sobreposicao entre essas sequéncias, por esta razdo uma maneira de evitar
esse problema é levando em consideracdo a localizacdo, de modo que DNAsat
configuram longos arranjos de heterocromatina, 0s minissatélites e o0s

microssatélites perfazem regides eucromaticas.

DNA RIBOSSOMAL (DNAr)

A sintese de proteinas é resultado da associacdo de uma diversidade de
classes proteicas atrelado aos ribossomos (Neves et al. 2005). Para a maioria dos
eucariotos, o DNA ribossomal é formado por dois tipos de genes que séao
denominados de DNAr 45S e 5S, sendo que o0 45S é constituido pelas trés regides
codificantes (18S, 5,8S e 26S), ou seja, a fragmentacao desta molécula maior (45S)
resultou na origem das demais.

O loco do DNAr é formado por unidades repetidas em tandem que sao
intercaladas por regides de DNA espacador chamados de ITS1 e ITS2 (Internal
Transcribed Spacer) (Gruendler et al. 1991, Eickbush e Eickbush 2007). Embora
para plantas as vezes o termo 45S seja usado, 0s genes para 18S, 5,8S e 25S séo
transcritos por um precursor de aproximadamente 35S (Volkov et al. 2004). Estudos
iniciais em espécies vegetais ja revelavam que milhares de coépias dessas
sequéncias podem estar presentes ao longo do genoma de modo que podem
representar um valor aproximado de 10% (Badaeva et al. 1996). O DNAr 5S, por sua
vez, € formado por repeticbes de uma regido codificante (aproximadamente 120 pb)
que sao intercaladas por DNA espacgador nao transcrito (Non Transcribed Spacer).
Esta regido espacadora caracteriza-se por ser bastante variavel em numero de

sequéncias e tamanho (Douet e Tourmente 2007).
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De acordo com Roa e Guerra (2012, 2015) em angiospermas, a maior
frequéncia de DNAr 45S nos cromossomos foi encontrada na regiao terminal de
braco curto, enquanto DNAr 5S mostraram-se mais frequentes na regido proximal do
braco curto. Devido as suas posicOes caracteristicas nos cromossomos, estas
sequéncias podem ser utilizadas como marcadores para identificagdo cromossémica
(Moraes et al. 2007).

DNA TELOMERICO

Os estudos iniciais para estabelecer o motivo comum da sequéncia telomérica
em plantas foram realizados em Arabidopsis thaliana, revelando que o motivo
comum era constituido por TTTAGGG (Richards e Ausubel 1988), que é a
sequéncia encontrada para a maioria das espécies vegetais.

As sequéncias de DNA telomérico sdo encontradas nas extremidades dos
cromossomos e atuam diretamente no processo de prevenc¢do do encurtamento
cromossémico durante a divisdo celular (Kupiec 2014). Na literatura, porém, sdo
descritos alguns mecanismos que pressupdem o mau funcionamento das enzimas
DNA polimerase e telomerase durante a replicacdo do DNA (Lin e Yan 2008) e
também indicios de fusdo cromossémica no processo evolutivo de alguns grupos de
plantas (Guerra 2008) que ocasionaram a identificacdo de sequéncias teloméricas

intersticiais (ITR, Intersticial Telomeric Repeats) (Souza et al. 2016).

2.10. SEQUENCIAS REPETITIVAS DISPERSAS

Além das sequéncias repetitivas organizadas lado a lado, o genoma
apresenta sequéncias de DNA dispersas, também conhecidos como elementos
transponiveis (TEs). Estes componentes do genoma foram descritos primeiramente
por Barbara McClintock, em que realizou estudos acerca da variagdo da cor dos
graos de milho (Zea mays L.) e notou a presenga de “elementos” que tinham a
capacidade de se mover ao longo do cromossomo para um local diferente, podendo
afetar a expressédo da pigmentacao (McClintock 1950).

Estes elementos transponiveis equivalem a sequéncias de DNA e sdo um dos
principais fatores responsaveis pela variacdo do tamanho genémico em espécies
vegetais (Bennetzen et al. 2005, Lee e Kim 2014), podendo representar até 85% do

genoma, como no caso do milho (Chénais et al. 2012). Os elementos transponiveis
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sao descritos como sequéncias importantes para a manutencao dos centromeros e
telomeros, podendo ter papel relevante no processo de regulacdo génica,
organizacdo gendmica (Kidwell 2002, Kazazian Jr 2004, Feschotte 2008, Rebollo et
al. 2012). Devido a capacidade de insercdo em lugares diferentes no genoma, 0s
TEs apresentam uma notavel variacdo e podem estar relacionados a ativagdo e/ou
silenciamento de genes, além de poder favorecer a formacdo de novos rearranjos
cromossomicos (Lisch 2013).

Desde a descoberta dos TEs, diversos pesquisadores se dedicaram para
classificar esse DNA repetitivo disperso com base no mecanismo de transposicao,
composicdo enzimética e semelhanca de sequéncias (Kidwell 2002, Wicker et al.
2007, Neumann et al. 2019). Dessa maneira, os TEs sdo separados em duas
classes de acordo com seu modo de transposicdo: Classe | (composta por
retrotransposons) e Classe Il (constituida por transposons), com niveis hierarquicos
menores (Wicker et al. 2007, Piégu et al. 2015).

E possivel classificar as sequéncias em ordens, superfamilias e familias. As
ordens separam o0s elementos de acordo com a forma que estdo organizados e
mediante as particularidades enzimaticas e as superfamilias com base na
similaridade de sequéncias. Ja as familias sdo organizadas a partir de sequéncias
gue possuem alta similaridade nas regides codificantes ou nas repeticdes terminais
(Wicker et al. 2007).

RETROTRANSPOSONS (CLASSE )

Os retrotransposons, também denominados como retroelementos, se
transpdem por meio de um mecanismo conhecido como “copia e cola” (copy-and-
past) que promove o aumento do tamanho do genoma a cada evento de
transposicao, isto é, estas sequéncias se movem por meio de um RNA oriundo de
sua sequéncia. Este RNA é traduzido para um DNA complementar (cDNA) através
de uma enzima designada de transcriptase reversa e, posteriormente, o cDNA é
transportado (por outra enzima chamada transposase), havendo o reconhecimento
do sitio de insercéo e fixacao da copia dos retroelementos (Wicker et al. 2007).

Os retrotransposons séo classificados em cinco ordens: LTR (Long terminal
repeats), DIRS, PLE (Penelope-like), LINE (Long Interspersed Nuclear Elements) e
SINE (Short Interspersed Nuclear Elements) (as quatro ultimas sdo conhecidas
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como ndo LTRs). Ha cinco superfamilias pertencentes a ordem LTR (Copia, Gypsy,
Bel-Pao, Retrovirus e ERV), trés superfamilias para DIRS (DIRS, Ngaro, VIPER),
uma para PLE (Penelope), cinco para LINE (R2, RTE, Jockey, L1 e I) e trés para
SINE (tRNA, 7SL e 5S) (Tabela 1) (Wicker et al. 2007).

TRANSPOSONS (CLASSE I1)

As sequéncias repetitivas pertencentes a Classe Il sdo conhecidas como
transposons ou DNA transposons. Consistem em sequéncias que se transpdem por
meio do mecanismo denominado “corta e cola”, em que a enzima transposase € a
responsavel por cortar o DNA e levar a sequéncia para outra posicao dentro do
genoma. Dessa forma, diferentemente do que ocorre com 0s retrotransposons, 0
namero de copias tende a ser menor. Todavia, em algumas situacées pode ocorrer
de determinados elementos conseguirem aumentar seu numero de cépias. Por isso,
os DNA transposons sdo subdivididos em duas subclasses. A subclasse | é
caracterizada por transposons que ndo tém a capacidade de aumentar o numero de
copias e subclasse Il é constituida por sequéncias transposons que podem mover-se
a partir de cépias geradas (Wicker et al. 2007).

A subclasse | possui duas ordens: TIR e Crypton, a primeira possui nove
superfamilias (Tcl-Mariner, hAT, Mutator, Merlin, Transib, P, PiggyBac, PIF-
Harbinger e CACTA) e a segunda possui apenas 1 (denominada Crypton). A
subclasse Il também possui duas ordens, que sdo Helitron (com apenas uma
superfamilia também denominada Helitron) e Maverick (com apenas uma

superfamilia também denominada Maverick) (Tabela 1) (Wicker et al. 2007).
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Tabela 1. Classificacdo dos elementos transponiveis (TES) com base em Wicker et al. (2007).

Classificacéao

Classe Ordem Superfamilia Ocorréncia
Copia Plantas, Metazoarios, Fungos e outros
Gypsy Plantas, Metazoarios, Fungos e outros
LTR Bel-Pao Metazoarios
Retrovirus Metazoarios
VER Metazoarios
DIRS Plantas, Metazoarios, Fungos e outros
DIRS Ngaro Metazodérios e Fungos
Classe | VIPER (?L_Jtros
(Retrotransposons) PLE Penelope Plantas, Metazoanos’, I_:ungos e outros
R2 Metazoarios
RTE Metazoarios
LINE Jockey Metazoarios
L1 Plantas, Metazoarios, Fungos e outros
[ Plantas, Metazoarios e Fungos
tRNA Plantas, Metazoarios e Fungos
SINE 7SL Plantas, Metazoarios e Fungos
5S Metazoarios e outros
Tcl-Mariner Plantas, Metazoarios, Fungos e outros
hAT Plantas, Metazoarios, Fungos e outros
Mutator Plantas, Metazoarios, Fungos e outros
Classe Il Merlirj Metazo,él_rios e outros
TIR Transib Metazoarios e Fungos
(DNA transposons) P Plantas e Metazoarios
Subclasse | . .
PiggyBac Metazoarios e outros
PIF-Harbinger Plantas, Metazoarios, Fungos e outros
CACTA Plantas, Metazodrios e Fungos
Crypton Crypton Fungos
Classe Il Helitron Helitron Plantas, Metazoarios e Fungos
Subclasse Maverick Maverick Metazoarios, Fungos e outros
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Abstract

Plant genomes range greatly in size and composition, being the repetitive DNA the most
important to the diversity, representing up to 90% of the genome. Repetitive DNA is
composed of satellite sequences and transposable elements, which are mainly responsible for
the differentiation in genomic size. Syagrus coronata is an endemic palm tree from Brazil, it
belongs to the Arecaceae family, with geographic distribution in the Caatinga and Atlantic
Forest domains. This study aims to estimate the genome size and to characterize repetitive
sequences in S. coronata. Genome size was estimated by flow cytometry and k-mers approach
using method RESPECT. The repetitive sequences were analyzed using paired-end reads
using RepeatExplorer pipelines. The genome size was estimated to be 2.27 + 0.026 Gbp/1C
using flow cytometry and 2.76 Gbp using k-mers approach. The repetitive analysis showed
that repetitive sequences correspond to 60.39% of genome. The LTR retrotransposons were
most abundant (49.84%), being the Ty1l/Copia and Ty3/Gypsy making up 37,62% and 12,2%,
respectively. Others repetitive elements as transposons, ribosomal DNA and satellites
sequences making up 3.91%, 0.56% and 1.32%, respectively. The satellites sequences showed
high diversity in number and monomers length, however showed minor contribution in the
genome size. We conclude that S. coronata to have genome moderately repetitive DNA

sequences, being the LTR retrotransposons by far the most abundant.

keywords: ouricuri, palm tree, 1C-value, genome lenght
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Introduction

Genome size has been extensively estimated by flow cytometry, being designed as C-
value (total amount of DNA in the hapolid nucleus)(Pellicer and Leitch, 2019), which it is
necessary for whole-genome sequencing and comparitive genomic studies. The size of
genomes in angiosperms shows great variation, with a minimum genome size of 65.00
Mbp/1C in Genlisea tuberosa Rivadavia, Gonella & A. Fleischm. (Lentibulariaceae family)
(Fleischmann et al., 2014) and the gigantic genome Paris japonica (Franch. & Sav.) Franch.
(Melanthiaceae family) (148,851 Mbp/1C; Pellicer et al., 2018). Arecaceae showed a estimate
of the minimum genome size in Korthasis ridiga (744.80 Mbp/1C; Kumar et al., 2011) and
maximum in Voanioala gerardii (29,400 Mbp/1C; Johnson et al., 1989). In the Syagrus genu,
the genome size has been reported for S. romanzoffiana (3,038 Mbp/1C) and S. glaucescens

(3,332 Mbp/1C)(Roser et al., 1997).

Plant genome size variation may be explained by several mechanisms, as the
polyploidy events, genome duplication, proliferating transposable elements and tandem
repeats (Blommaert, 2020). Among all events, the repetitive fraction of the genome explains
the majority of the genome size variation in the angiosperms. Repetitive fraction in plants
consists of two categories of repeat types, the repeat pattern dispersed throughout the genome,
which include transposable elements (TEs) and the tandem repeats, which include ribosomal
DNAs (5S and 35S), satellite DNAs, among others. TEs are reported as fundamental
sequences to maintain the integrity of centromeres and telomeres (Kazazian Jr, 2004; Rebollo
et al., 2012). They play a role in gene regulation, structural and functional organization of
genomes (Kidwell, 2002; Kazazian Jr, 2004; Feschotte, 2008) and have the ability to move
and multiply, being widely variable in the sequences and structure. TEs are classified based

on their mode of replication, being divided into two classes, retrotransposons (class I) and
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DNA transposons (class I1), in which the first class may be subdivided into two subgroups
depending on the presence or absence of Long Terminal Repeat (LTR) (Mestrovic et al.,
2015).

The tandem repetitive DNASs are organized in long monomer arrays and are frequently
found in specific parts on the chromosomes, such as centromeres, telomeres and interstitial
regions, being the main componens of the constitutive heterochromatin, suggesting
contributing to chromosomal integrity and regulation of gene expression. (Mehrotra & Goyal,
2014; Mestrovic et al., 2015). Depending on the length of the monomer, they can be classified
into microsatellites, minisatellites and satellite DNA sequences (DNAsat) (Mehrotra & Goyal,
2014). The DNAsat are characterized by representing the most variable fraction of the
genome, ranging from 1,000 to 100,000 copies (Mehrotra & Goyal, 2014; Belyayev et al.,
2019). Genomic evolution and genome sizes are directly related to repetitive DNA
components (Kelly & Leitch, 2011; Mehrotra & Goyal, 2014). Genome size estimates and
characterization of the repetitive fraction provide an understanding of genome evolution,
allowing to correlate genome size with specific repetitive DNA sequences and with the
divergence time between related species.

The Arcacaeae family is characterized by contain the tallest domesticated trees and
longest-lived species (Hadrami et al., 2012) and are of considerable economic importance in
arid and semi-arid regions. Genomic study has been reported in four species (Phoenix
dactylifera, Cocos nucifera, Calamus simplicifolius and Elaeis oleifera), which the genome-
wide annotation of TEs showed that class | elements formed the majority of the TEs, making
up 36% to 76% (lbrahim et al., 2021).

Syagrus coronata (Mart.) Becc. belongs to the Arecaceae family, Arecoideae
subfamily, Cococeae tribe (Dransfield et al., 2005). The genus Syagrus originated
approximately 35 million years ago, has about 30 species and diversification among species
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originated 27.04 million years ago, with the genus Cocos as the closest (Meerow et al., 2009).
Syagrus coronata is an endemic species from Brazil, known as “licuri” and “ouricuri”, it is
distributed in the Caatinga (seasonally dry tropical biome) and Atlantic Forest domains
(tropical forest biome) (Souza et al., 2018). The species is one of the most important palm
trees in Brazil, it has great social, economic and ecological importance, being used both in
cooking and in industry, as well as in domestic utensils and food for native fauna, producing
fruits in periods of drought (Andrade et al., 2015).

Genetic studies have been carried out in S. coronata, such as the development of
microsatellite molecular markers (Barbosa and Almeida, 2018) and genetic structuring in the
Caatinga and Atlantic Forest domains (Souza et al., 2018). Genomic studies are available for
the chloroplast (Aquila et al., 2018) and mitochondrial (unpublished data) genomes. However,
for the nuclear genome there are no studies that allow an understanding of the genomic
evolution of S. coronata. To understand the evolution of the S. corona genome, this study
extend the aforementioned results to test hypotheses: (1) The repetitive DNA composition of
the S. coronata genome is greatly constituted by retrontransposons, and (2) the tandem
repeats are remarkable diversity in S. coronta. To answer these questions, genome size was
estimated using flow cytometry and k-mers approach, which is the most reliable and
predominantly used method in plants and the composition of repetitive elements was

characterized using the RepeatExplorer pipeline.

Materials and Methods

Plant material, DNA Extraction and Sequencing
Plant material was collected from adult palm tree in the state of Alagoas, Brazil
(9°45'09"S; 36°39'40"W), and approximately 2 cm? of leaves was used to extract the genetic

material (including nuclear, chloroplast, and mitochondrial DNA), following the Cetyl
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Trimethylammonium Bromide - CTAB extraction method (Doyle and Doyle, 1987). DNA
integrity was analyzed on a 1% agarose gel and quantified using a spectrophotometer.

The sequencing was performed at the Central Laboratory of High-Performance
Technologies in Life Sciences (LacTad) at the State University of Campinas — UNICAMP,
Sdo Paulo, Brazil where DNA molecules were fragmented into approximately 200-500 bp to
build the sequencing libraries. Then, the fragments were ligated with adapters using the
“Nextera DNA Sample Preparation” kit (Illumina) and the paired-end reads with a size of 100

nt were sequenced using the Illumina HiSeq2500 platform.

Estimation of genome size

For flow cytometry, a suspension of nuclei from young leaf tissue was prepared as
described by Loureiro et al. (2007) using WPB buffer. Genome size was estimated using a
CyFlow SL flow cytometer (Partec, Gorlitz, Germany). The final DNA content for each
adhesion was calculated based on at least three different measurements. As an internal
control, young leaf tissue of the maize cultivar (Zea mays L.) CE-777 (2C = 5.43 pg) (Lysak
& Dolezel., 1998) was used. FloMax software (Partec) was used for data processing. The
genome size was estimated by counting k-mers (k =31) in the software Jellyfish-2 v.2.3.0
(Margais and Edwards, 2011) and k-mer frequency distribution was processed using the

REPeat SPECTra Estimation (RESPECT) v.1.3.0 (Sarmashghi et al., 2021).

Graph-based cluster of Illumina reads using RepeatExplorer

The sequences were submitted to qualification analysis in the FastQC statistical
program and the reads from the chloroplast and mitochondrial genomes were removed using
Geneious R.91 software. A total of 2,601,514 reads were used to obtain the clusters using the

RepeatExplorer pipeline, using the minimum overlap (K-mer) parameters of 40 bp; minimum
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length of 55 nt to be considered significant for the formation of each cluster and clusters with
at least 0.01% repetition in the genome were characterized. An analysis of the contribution of
repetitive DNA to genome size was performed in 101 species, distributed in 37 Orders (Table
S2), with data published in several studies (Vitales et al., 2020; Zwyrtkova et al., 2020; Santos

et al., 2020; Wang et al., 2020).

Results

Genome size

The C-value obtained for the genome size estimate using flow cytometry of S.
coronata was 2C-Value 4.64+0.05 pg, which corresponds to 2.27+£0.026 Gbp/1C, being
considered a small genome (Figure 1). The haploide genome size estimated using a k-mer

approach was 2.76 Gbp, with coverage 5.09x.

Repetitive analysis

The RepeatExplorer analysis showed 81,820 clusters, of which 227 clusters
correspond to more than 0.01% of genome repetition. The repetitive fraction corresponded to
60.39% of the genome and among the repetitive elements, the retrotransposons make up
major the repetitive DNA, being the LTR retrotransposons most abundant (49.84%) (Table 1).
Among the LTR. 37.62% were identified as belonging to the Tyl/Copia superfamily and
12.22% as belonging to the Ty3/Gypsy superfamily. Within the Ty1/Copia superfamily it was
possible to identify four families, as the Angela the most most abundant, corresponding to
26.28% of the genome. In the Ty3/Gypsy superfamily, four families were identified, where
Ogre/Tat constituted the most abundant with a proportion of 9.27% of the genome (Table 1).
The TEs transposons showed to be 3.92%, distributed in three families, with emphasis on

Em/Spm/CACTA which represented 3.53%.
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Ribosomal DNAs (rDNA) corresponded to 0.56% and satellite DNA make up 1.32%
of the genome. Eleven satellite DNA families (called SatSCO1-SatSCO11) were observed, of
which the monomer sizes ranged from 21 to 276 bp, distributed into five satellites (monomers
larger than 100 bp) and six minisatellites (monomers rangin from 20-100 bp) (Table S1). The
repetitive sequences showed variation for CG content, which ragend from 23% to 69.6%.
Among the satellites, the SatSCOO02 satellite (110 bp monomer) the most abundant (0.26%),
while the most abundant minisatellite was the SatCO1 (55 bp monomer) with 0.76% (Table

2).

Correlation between repetitive DNA and genome size

The proportion of repetitive elementes was correlated with genome size,
retrotransposons, transposons and tandem repeats (rDNA and satellite sequences). The
repetitive sequences are correlacted with genome size, indicating to be main component of the
genome (Figure 3A). The repetitive proportion was higtly correlacted with retrotransposons
(Figure 3 B), while transposons and tandem repeats showed minor contribution (Figure 3C

and 3D).

Discussion

Genome size

Genome size refers to the amount of DNA in the cell nucleus and usually is expressed
as the C-value (Pellicer et al., 2018). Here, we estimated the genome size in S. coronata (2n =
32; Moro et al., 1999) using two methods: flow cytometry and k-mers approach and the two
methods showed similar results. The genome size of S. coronata is close to other Arecoideae
species, such Cocos nucifera (2n = 32) that revealed a genomic size of 2.42 Gpb (Xiao et al.,

2017; Yang et al., 2021) and 2.23 Gpb (Lantican et al., 2019, estimated by kmer approach),
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and 2C-Value=5.72 - 5.48 pg, estimated by flow cytometry (Freitas Neto et al., 2016).
According to classification Leitch et al. (2005), the S. coronata and C. nucifera have small
genomes (1C-Value < 3.5 pg). The genome size variation in plants is due multiple factors
such as polyploidy and abundance of repetitive DNA, which may make up to 90% of the
genome of plant species (Mehrotra & Goyal, 2014; Pellicer et al. , 2018; Belyayev et al.,

2019).

Repetitive sequences

We investigated the abundance of DNA repetitive sequences in S. coronata by graph-
based clustering using data from next-generation sequencing (Novék et al., 2013). This study
also characterized of repetitive fraction in the S. coronata genome, being revealed that DNA
repetitive sequences comprised 60.39% of the genome and for Cocos nucifera, 72.75% of the
genome was characterized by repetitive DNA, being a strong predominance of TEs (92.23%)
(Yang et al., 2021), while in S. coronata the TEs constituted 89% of the genome, sugesting
that Arecoideae subfamily shows high proportion of TEs. Other study in Arecaceae showed
that repetitive sequence ranged from 41.42% (P. dactylifera ) to 81.25% (C. nucifera)
(Ibrahim et al., 2021).

In other orders, as the comparison in 37 different Orders (101 species), showed that the
abundance of DNA repetitive sequences is variable between Orders and between species of
the same Order (Figure 2, Table S2). The correlation between genome size and abundance of
repetitive sequences showed positive, however some species showed big genome size and
small amount repetitive sequences (Figure 3A), possibly polyploidy events to be responsible
for increasing the genome size. The retrotransposons show a high correlation with the amount
of repetitive DNA (Figure 3B), suggesting that they contribute for genome expansion,
possibly due to the ability to change its position (Feschotte et al., 2002; Feschotte, 2008).
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Syagrus coronata showed similar patter to others species, which the retrotransposons were tha
main component of the genome.

Studies on the constitution of the repetitive fraction in members of the Poales Order,
such as Zea mays L. (Meyers et al., 2001) and Triticum aestivum L. (Brenchley et al., 2012),
are well established and show that more than 50% of the genome is constituted by
retrotransposons, being characterized as fundamental components in the composition of the
genome of these species. Considering that the Order Arecales is very close to the Poales and
taking into account that the repetitive sequences in the genome of the species of both orders
have similarity in the composition of the sequences, it is suggested that part of this inheritance
occurred before the separation of the Orders, evidencing that the Evolution of repetitive DNA
of species belonging to Arecales follows the same pattern of species of order Poales.

On the other hand, the proportion of transposons identified in S. coronata was
significantly lower than the retrotransposons, showing no relative importance in the increase
of the S. coronata genome. In plants, the contribution of transposons to genome sizes does not

follow a significant correlation (Figure 3C).

Satellite DNA

Satellite DNA sequences in S. coronata show a high diversity in number, types and
size of monomers. However, it represents only 1.88% of the total genome, suggesting that it
does not have a high contribution to the increase in genome size. On the other hand, it
revealed that the genome of S. coronata is quite diversified in terms of satellite sequences,
which may be associated with constitutive heterochromatin and that future cytomolecular
studies will allow us to understand the chromosomal evolution of the species. The

contribution of satellite DNA to the genome size of plant species is variable, in which some
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species present large contributions and in others the contribution is of lesser relevance, not
being a rule for the different species analyzed (Figure 3D).

It is concluded that the retroelements seem to be responsible for an important part of
the contribution in the increase of the genome size of S. coronata and possible influence on
the structural and functional dynamics of the current karyotype. The next step of the research
will be the construction of probes, based on the repetitive sequences of the LTRs, and to
verify the pattern of bands and the distribution of these elements along the chromosomal
complement. These results can be applied in other species of the genus Syagrus, using the
same repetitive DNA probes for a comparative study of the occurrence and distribution of
LTRs and rDNA in the karyotypes of S. coronata and related species. In addition, the probes

may assist in the characterization of accessions in germplasm banks.

Acknowledgment

We thank the Universidade Federal de Alagoas (UFAL) for the laboratories used and
scientific support and the Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Alagoas (FAPEAL)

for funding this project.

Interest conflicts

The authors declare that there are no conflicts of interest in this research.

Author contribution JT, MACS and EM development of methodology, JT, GS, RC, AM
conception and design and CA writing, review, and revision of the manuscript. All authors

read and approved the final version.

References

Andrade WM, Ramos MA, Souto WMS, Bento-Silva JS, Albuquerque UP and Aradjo EL

(2015) Knowledge, uses and practices of the licuri palm (Syagrus coronata (Mart.)
67



Santana JTS (2022) Caracterizagdo genémica do DNA repetitivo e diversidade genética em Syagrus
coronata (Mart.) Becc.

Becc.) around protected areas in northeastern Brazil holding the endangered species

Lear’s Macaw (Anodorhynchus leari). Trop Conserv Sci 8:893-911.

Aquila R, Silva J, Silva JV and Almeida C (2018) The first complete chloroplast genome
sequence of Syagrus coronata: comparative analysis in Arecoideae (Arecaceae). Rev

Bras Bot 41: 393-401.

Barbosa SN and Almeida C (2018) Genome survey and development of 15 microsatellite
molecular markers in Syagrus coronata (Martius) Beccari (Arecaceae) by next-

generation sequencing. Rev Bras Bot 41:1-6.

Belyayev A, Josefiova J, Jandova M, Kalendar R, Krak K and Mandak B (2019) Natural
history of a Satellite DNA family: from the ancestral genome component to species-

specific sequences, concerted and non-concerted evolution. Int J Mol Sc 20:1-16.

Blommaert J (2020) Genome size evolution: towards new model systems for old questions.

Proc R Soc B 287: 1-9.

Brenchley R, Spannagl M, Pfeifer M, Barker GLA, D’Amore R, Allen AM, McKenzie N,
Kramer M, Kerhornou A, Bolser D, et al. (2012) Analysis of the bread wheat genome

using whole-genome shotgun sequencing. Nature 491:705-710.

Doyle JJ and Doyle JL (1987) A rapid DNA isolation procedure for small quantities of fresh

leaf tissue. Phytochem Bull 19:11-15.

Dransfield J, Uhl NW, Asmussen CB, Baker WJ, Harley MH and Lewis CE (2005) A new

phylogenetic classification of the palm family, Arecaceae. Kew Bull 60:559-569.

Feschotte C (2008) The contribution of transposable elements to the evolution of regulatory

networks. Nat Rev Genet 9:397-405.

68



Santana JTS (2022) Caracterizagdo genémica do DNA repetitivo e diversidade genética em Syagrus
coronata (Mart.) Becc.

Feschotte C, Jiang N and Wessler SR (2002) Plant transposable elements: where genetics

meets genomics. Nat Rev Genet 3:329-341.

Fleischmann A, Michael TP, Rivadavia F, Sousa A, Wang W, Temsch EM, Greilhuber J,
Miller KF, Heubl G (2014) Evolution of genome size and chromosome number in the
carnivorous plant genus Genlisea (Lentibulariaceae), with a new estimate of the

minimum genome size in angiosperms. Ann Bot 114:1651-1663.

Freitas Neto M, Pereira TNS, Geronimo IGC, Azevedo AON, Ramos SRR and Pereira MG
(2016) Coconut genome size determined by flow cytometry: Tall versus Dwarf types.

Genet Mol Biol 15:1-9.

Hadrami A, Al-Khayri JM (2012) Socioeconomic and traditional importance of date palm.

Emirates Journal of Food and Agriculture 24: 371.

Ibrahim MA, Al-Shomrani BM, Alharbi SN, Elliott TA, Alsuabeyl MS, Algahtani FH, Manee
MM (2021) Genome-wide comparative analysis of transposable elements in Palmae

genomes. Front Biosci 26:1119-1131.

Johnson MAT, Kenton AY, Bennett MD, Brandham PE (1989) Voanioala gerardii has the

highest known chromosome number in the monocotyledons. Genome 32: 328-333.

Kazazian Jr HH (2004) Mobile elements: drivers of genome evolution. Science 303:1626-

1632.

Kelly LJ and Leitch 1J (2011) Exploring giant plant genomes with next-generation sequencing

technology. Chromosome Res 19:939-953.

Kidwell MG (2002) Transposable elements and the evolution of genome size in eukaryotes.

Genetica 115:49-63.

69



Santana JTS (2022) Caracterizagdo genémica do DNA repetitivo e diversidade genética em Syagrus
coronata (Mart.) Becc.

Kumar P, Turner |, Nagaraja Rao A, Arumuganathan K (2011) Estimation of nuclear DNA

content of various bamboo and rattan species. Plant Biotechnology Reports 5: 317-322.

Lantican DV, Strickler SR, Canama AO, Gardoce RR, Mueller LA and Galvez HF (2019) De
Novo genome sequence assembly of dwarf Coconut (Cocos nucifera L. ‘Catigan Green

Dwarf’) provides insights into genomic variation between Coconut types and related

ralm specie. Gen Rep 9: 2377-2393.

Leitch 1J, Soltis DE, Soltis PS and Bennett MD (2005) Evolution of DNA amounts across

land plants (Embryophyta). Ann Bot 95:207-217.

Loureiro J, Rodriguez E, Dolezel J and Santos C (2007) The new nuclear isolation buffers for

plant DNA flow cytometry: a test with 37 species. Ann Bot 100:875-888.

Lysak MA and Dolezel J (1998) Estimation of nuclear DNA content in Sesleria (Poaceae).

Caryologia 51:123-132.

Meerow AW, Noblick L, Borrone JW, Covreur TLP, Mauro-Herrera M, Hahn WJ, Kuhn DN,
Nakamura K, Oleas NH and Schell RJ (2009) Phylogenetic analysis of seven WRKY
genes across the palm Subtribe Attaleinae (Arecaceae) identifies Syagrus as Sister

Group of the Coconut. PL0S One 4:1-17.

Mehrotra S and Goyal V (2014) Repetitive sequences in plant nuclear DNA: types,

distribution, evolution and function. Genomics Proteomics Bioinformatics 12:164-171.

Mestrovi¢ N, Mravinac B, Pavlek M, Vojvoda-Zeliko T, Satovi¢ E and Plohl M (2015)
Structural and functional liaisons between transposable elements and satellite DNAs.

Chromosome Res 23:583-596.

70



Santana JTS (2022) Caracterizagdo genémica do DNA repetitivo e diversidade genética em Syagrus
coronata (Mart.) Becc.

Meyers BC, Tingey SV and Morgante M (2001) Abundance, distribution, and transcriptional

activity of repetitive elements in the maize genome. Genome Res 11:1660-1676.

Moro JR Silva MAS and Geraldo JS (1999) Kariological study of five Arecoideae palmae

species. Acta Hortic 486: 99-102.

Novéak P, Neumann P, Pech J, Steinhaisl J and Macas J (2013) RepeatExplorer: a Galaxy-
based web server for genome-wide characterization of eukaryotic repetitive elements

from next-generation sequence reads. Bioinformatics 29:792-793.

Pellicer and Leitch 1J (2019) The Plant DNA C-values database (release 7.1): an updated
online repository of plant genome size data for comparative studies. New Phytologist

226:301-305.

Pellicer J, Hidalgo O, Dodsworth S and Leitch 1J (2018) Genome size diversity and its impact

on the evolution of land plants. Genes 9:1-14.

Rebollo R, Romanish MT and Mager DL (2012) Transposable elements: an abundant and

natural source of regulatory sequences for host genes. Annu Rev Genet 46:21-42.

Roéser M, Johnson MAT, Hanson L (1997) Nuclear DNA amounts in palms (Arecaceae).

Botanica Acta 110: 79-89.

Santos V, Silva EF and Almeida C (2020) Genome size and identification of repetitive DNA
sequences using low coverage sequencing in Hancornia speciosa Gomes

(Apocynaceae: Gentianales). Genet Mol Bio 43: 1-4.

Sarmashghi S, Balaban M, Rachtman E, Touti B, Mirarab S, Bafna V (2021) Estimating
repeat spectra and genome length from low-coverage genome skims with RESPECT.

Plos Computational Biology. https://doi.org/10.1371/journal.pcbi.1009449

71


https://doi.org/10.1371/journal.pcbi.1009449

Santana JTS (2022) Caracterizagdo genémica do DNA repetitivo e diversidade genética em Syagrus
coronata (Mart.) Becc.

Souza MCP, Moura F, Silva JV and Almeida C (2018) Phylogeografhy of the palm Syagrus
cononata (Martius) Becarri (Arecaceae): distribution in the “Caatinga” and Atlantic

Forest domains. Rev Bras Bot 41:849-857.

Vitales D, Alvarez |, Garcia S, Hidalgo O, Feliner GN, Pellicer J, Vallgs J and Garnatje T
(2020) Genome size variation at constant chromosome number is not correlated with

repetitive DNA dynamism in Anacyclus (Asteraceae). Annals of Botany 125: 611-623.

Wang D, Zheng Z, Li Y, Hu H, Wang Z, Du X, Zhang S, Zhu M, Dong L, Ren G and Yang Y
(2020) Which factors contribute most to genome size variation within angiosperms?

Ecol Evol 2021: 2660-2668.

Xiao Y, Xu P, Fan H, Baudouin L, Xia W, Bocs S, Xu J, Li Q, Guo A, Zhou L, Li J, Wu Y,
Ma Z, Armero A, Issali AE, Liu N, Peng N and Yang Y (2017) The genome draft of

cocnut (Cocos nucifera). Gigascience 6:1-11.

Yang Y, Bocs S, Fan H, Armero A, Baudouin L, Xu P, Xu J, This D, Hamelin C, Igbal A, et
al. (2021) Coconut genome assembly enables evolutionary analysis of palms and

highlights signaling pathways involved in salt tolerance. Commun Biol 4:105.

Zwyrtkova J, Némeckova A, Cizkova J, Holugova K, Kapustova V, Svacina R, Kopecky D,
Till BJ, Dolezel J and Htibova E (2020) Comparative analyses of DNA repeats and
identification of a novel Fesreba centromeric element in fescues and ryegrasses. BMC

Plant Genome 20: 1-15.
Internet Resources

Angiosperm DNA C-values database, https://cvalues.science.kew.org/ (January 11, 2022).

72


https://cvalues.science.kew.org/

Santana JTS (2022) Caracterizagdo genémica do DNA repetitivo e diversidade genética em Syagrus
coronata (Mart.) Becc.

0 200 400 600

Relative Fluorescence

Figure 1. Flow cytometric histogram of relative fluorescence intensity of Syagrus coronata

(A) and Zea mays CE-777 (B).
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Table 1. Summary of repetitive DNA sequences in Syagrus coronata.

Genome
[%]
Class Order Superfamily Family Syagrus
coronata
(Ouricuri)
Angela 26.28
Sire 8.21
Tyl/Copia Tork 2.95
Ikeros 0.18
Classified TEs LTR Total 37.62
Retrotransposon Athila 0.11
Ogre/Tat 9.27
Ty3/Gypsy CRM 0.43
Tekay 241
Total 12.22
MuDR Mutator 0.04
Classified TEs Em/Spm/CACTA 3.53
DNA
Transposon hAT 0.35
Total 3.92
rDNA 0.56
Repeats Classified 1.32
Unclassified 4.75
Total 60.39
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Table 2. Characterization of satellite sequences in Syagrus coronata.

Size Repeat frequency
CG frequency
Type [pb] [%0] [%0]
SatSCO2 110 64,5 0.260
SatSCO4 184 69,6 0.094
DNA satellites SatSCO5 276 28,3 0.093
SatSCO6 163 26,4 0.073
SatSCO11 193 23,0 0.017
SatSCO3 60 41,7 0.150
SatSCO1 55 56,4 0.760
SatSCO7 93 49,5 0.071
Minisatellites
SatSCO8 26 57,7 0.021
SatSCO9 21 333 0.020
SatSCO10 56 67,9 0.020

Total 1.319
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Table S1. Characterization of monomers of satellite sequences in Syagrus coronata.

Satellites

Monomers

SatSCO1

SatSCO2

SatSCO3

SatSCO4

SatSCO5

SatSCO6

SatSCO7

SatSCOS8

SatSCO9

SatSCO10

SatSCO11

GGAGTCCGAATGGTTGAAGGAGTCCGGAGGCACTCTGACACTGTAGAA
GTCCGGA

AAGTCCGGCGGAGTCCGAATACCTGGAGGAGTCCGGCGGTGCTCCAGC
ACTGTAGAAGTCCGGCGGAGTCCGAATGCCTGGAGGAGTCCGGCGGTG
CTCCAGCACTGTAG

CTGGAACAGAAACGTCCCCGAACGCAGAATTATGACATTAAGGGTCAA
AATTATGACATC

CTTGCTGTCGCGGGCTTGCCCGCAGGCCTGTCGCAGGGGGTGCCTGCGT
GGGCCTGGCACGGTGCTGCGAAGGGGTTTCGGCTTCGTTGGGTTGCCAC
GAAAATGCAATGCCGCTCGGTCATTTGGAACCCCCGGGGTGGGGCTTG
CCCGGATGCCCCGCCGGGGTGGTAGGGGGTGCTGCTGC

GAGCCAAAATTATGACATTCTGCATGTAAAACGTCTTTTGAAGGTAGTT
TTGACAATTTTATAACATAGTAGATCACAACCATGACATTATATGTTAA
TATTATGACATCTTGTAGGTAAAAGACCTTCCAAATATATTTTTTGATAT
TTTTATAGCATTCCTATGTCAAAAATATGGCATCCTGTAGGTAAAACAC
CTCTCAAATATAGCTTCCAGCATTTTTATGACATCTAATGCCAAAATTA
TGACATTTAAAGTCAAAATTATGACATTTA

TCGAAATCCTGTCAAACCTAATTCAATTAGACTTTGAATCCAAGTCCTA
CTTGGATTATAAAATCCAATTACCTTCAAATTAAGTCAAGCCTAATTAA
ATTTAATCTGATTTAAATCAATTAGAAGAAAATAATTTTTAATTTGGGT
TCAATTCGAATCCAAT

CTGAGTCACAATGAAGGCTGATTGAAGGTCTTCGGAAGGCTGTGGCCG
AGGTCCTATTTCAGGCCGAACTTGAAGTTATCAAGAGATGAAGGC

CCTCTGATCGGCCTAAGCTTCAACGG

ATTTAAGACTGCACACAGTTA

GTCCGGCCGAGAGTGCTCCTGCACTGTTGACATCCGGCCGGACGAGAG
CCAGAGGG

TTTTTTTTAAGGTTGATTTGTGTTTATTTTAGTAAACTTAGCATTTATTTT
TTATATTCATCTGGAATTATGGATCCAAATTTTAAATTTATACCATGTAG
TTTCTGTTTATTTCAACAGAGTTTGTGTTTATCCTGCACAGTTTGTGTTT

ATTGTTGCTATTTTATGTTTATTCGATGTTATTATTTAGTTTTTA
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Table S2. Species and families used to correlate different factors as a function of repetitive frequency.

Family Species Mbp/2C Repetitive Retrotransposons Transposons ;_rea;liim Reference

Arecaceae Syagrus coronate 4460 60,39 48,54 3,92 1,88 Presente estudo
Asperaceae Anacyclus clavatus 10425,48 77,91 60,41 0,34 2,30 Vitales et al. (2020)
Asperaceae Anacyclus homogamos 10161,42 74,90 53,87 0,22 3,98 Vitales et al. (2020)
Asperaceae Anacyclus linearilobus 13134,54 77,19 60,03 0,97 2,57 Vitales et al. (2020)
Asperaceae Anacyclus maroccanus 9633,3 74,52 55,33 0,30 3,12 Vitales et al. (2020)
Asperaceae Anacyclus monanthos 11530,62 77,77 60,71 0,43 3,47 Vitales et al. (2020)
Asperaceae Anacyclus pyrethrum 13095,42 79,49 63,71 0,17 1,69 Vitales et al. (2020)
Asperaceae Anacyclus radiatus 12313,02 76,50 57,54 1,52 2,48 Vitales et al. (2020)
Asperaceae Anacyclus valentinus 8224,98 72,89 55,69 0,17 3,07 Vitales et al. (2020)
Asperaceae Heliocauta atlantica 9926,7 82,66 47,25 0,28 0,79 Vitales et al. (2020)
Paoceae Festuca pratensis 6260 70,39 35,18 2,35 6,65 Zwyrtkov4 et al. (2020)
Paoceae Festuca pratensis 6254 69,81 35,09 2,16 6,60 Zwyrtkov4 et al. (2020)
Paoceae ;fﬁ;“;i:crs;dmacea SP- 5494 56,17 28,8 1,95 3,98 Zwyrtkové et al. (2020)
Paoceae Festuca arundinacea ssp. 5276 78,58 28,95 1,81 15,13 Zwyrtkové et al. (2020)

Glaucescens
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Paoceae
Paoceae
Paoceae
Paoceae
Paoceae
Paoceae
Apocynaceae
Apocynaceae
Apocynaceae
Apocynaceae
Actinidiaceae
Amborellaceae
Bromeliaceae
Ranunculaceae
Brassicaceae
Sapotaceae
Asparagaceae

Begoniaceae

Festuca gigantea
Festuca mairei
Lolium multiflorum
Lolium multiflorum
Lolium perenne
Lolium perenne
Hancornia speciosa
Asclepias syriaca
Catharanthus roseus
Rhazya stricta
Actinidia chinensis
Amborella trichopoda
Ananas comosus
Aquilegia coerulea
Arabidopsis thaliana
Argania spinosa
Asparagus officinalis

Begonia fuchsioides

6576
4758
5202
5442
5418
5350
860
822
1486
548
1307,86
1412,66
7638
603,96
239,34
1340,2
2375,08

747,82

48,37
44,57
80,63
80,46
76,99
74,64
38,24
74,18
49,23
38,85
42,163
70,9118
55,3662
45,7285
20,7337
46,3699
75,118

49,0972

24,16
20,87
43,02
40,12
49,8
43,91
5,7983
25,535
12,5499
9,773
27,0128
38,8032
33,8178
31,3773
10,2516
25,5694
59,262

35,3316

1,44
1,45
2,38
2,25
2,08
2,15
1,23
0,063
3,16
0,481
9,6597
18,623
14,6244
6,7821
6,0815
7,0203
6,4708

5,2858

2,98
4,19
10,15
11,89
5,43
7,09
4,82
2,49
6,34
1,13
3,37
6,07
4,47
3,33
2,37
8,63
7,83

4,25

Zwyrtkova et al. (2020)
Zwyrtkova et al. (2020)
Zwyrtkova et al. (2020)
Zwyrtkova et al. (2020)
Zwyrtkova et al. (2020)
Zwyrtkova et al. (2020)
Santos et al. (2020)
Santos et al. (2020)
Santos et al. (2020)
Santos et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)

Wang et al. (2020)
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Amaranthaceae
Betulaceae
Gesneriaceae
Urticaceae
Theaceae
Caricaceae
Cactaceae
Cephalotaceae
Ceratophyllaceae
Amaranthaceae
Lauraceae
Rutaceae
Rubiaceae
Cucurbitaceae
Datiscaceae
Apiaceae
Caryophyllaceae

Sapindaceae

Beta vulgaris

Betula pendula

Boea hygrometrica
Boehmeria nivea
Camellia sinensis Kuntze
Carica papaya
Carnegiea gigantea
Cephalotus follicularis
Ceratophyllum demersum
Chenopodium quinoa
Cinnamomum kanehirae
Citrus sinensis Osbeck
Coffea canephora
Cucumis sativus

Datisca glomerata
Daucus carota

Dianthus caryophyllus

Dimocarpus longan

1132,36
871,82
3042,72
689,24
5726,5
739,56
1960,7
3229,04
1466,52
2667,1
1460,84
655,34
1137,22
387,66
1376,8
843
1135,32

990,66

51,4349
49,5818
78,8918
47,853

78,5357
38,7987
62,7399
90,0981
72,9405
78,8616
56,6838
46,4896
45,0774
17,3646
67,0502
45,3483
48,1817

53,5606

33,8493
29,5396
73,0459
28,8406
59,865
31,5508
47,4137
80,6082
30,7579
57,1767
34,6432
32,1453
35,0141
9,887
47,2669
27,1991
33,8572

36,6937

8,2038
10,33
1,6838
8,186
11,0568
1,4853
7,1533
3,7273
5,919
7,9221
11,9992
8,3512
5,2523
3,5889
7,7208
11,5161
6,5684

9,962

4,3
3,08
3,82
8,27
3,28
3,34
2,47
4,41
2,4
10,72
3,92
3,14
2,07
1,94
6,37
3,7
3,58

431

Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)

Wang et al. (2020)
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Arecaceae
Myrtaceae
Nymphaeaceae
Polygonaceae
Oleaceae
Asteraceae
Cannabaceae
Convolvulaceae
Juglandaceae
Crassulaceae
Cyperaceae
Linaceae
Magnoliaceae
Caprifoliaceae
Papaveraceae
Rosaceae
Euphorbiaceae

Fabaceae

Elaeis guineensis
Eucalyptus grandis
Euryale ferox
Fagopyrum esculentum
Fraxinus excelsior
Helianthus annuus
Humulus lupulus
Ipomoea trifida
Juglans regia
Kalanchoe fedtschenkoi
Kobresia littledalei
Linum usitatissimum
Liriodendron chinense
Lonicera japonica
Macleaya cordata
Malus domestica
Manihot esculenta

Medicago truncatula

3070,04
1382,54
1450,46
2355,38
1734,92
6055,68
4098,42
984,76
1401,24
512,7
47,7
632,34
3484,84
1807,62
755,66
1405,92
1164,24

825,6

42,1908
56,9231
39,3402
47,2315
42,0652
83,9536
71,4615
54,067

59,6524
34,3001
52,1066
23,882

85,4492
62,8754
43,5867
69,6597
52,1242

48,7616

33,9532
35,3153
28,3573
37,7132
32,3716
71,4129
60,2295
27,1879
32,2471
18,0138
20,7299
14,2324
65,2387
44,1966
28,3056
45,6309
43,9018

23,1864

4,6224
13,3568
6,1958
3,8606
6,5881
5,9867
5,1251
16,9133
12,0523
10,1881
19,7091
4,9268
10,1678
11,1585
8,32
11,9717
3,3894

14,4172

2,15
2,85
3,94
1,95
1,85
3,93
3,27
4,92
3,32
2,22
5,45
1,67
4,23
3,46
3,22
4,25
3,25

2,65

Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
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Lamiaceae
Moringaceae
Moraceae
Musaceae
Nelumbonaceae
Nyssaceae
Acraliaceae
Orchidaceae
Piperaceae
Campanulaceae
Salicaceae
Primulaceae
Lythraceae
Fagaceae
Apocynaceae
Rhizophoraceae
Santalaceae

Pedaliaceae

Mentha longifolia
Moringa oleifera
Morus notabilis

Musa acuminata
Nelumbo nucifera
Nyssa sinensis

Panax notoginseng
Phalaenopsis equestris
Piper nigrum
Platycodon grandiflorus
Populus trichocarpa
Primula veris

Punica granatum
Quercus suber

Rhazya stricta
Rhizophora apiculata
Santalum album

Sesamum indicum

706,58
2894
640,76
944,46
1634,54
2002,9
3581,52
2128,1
1522,44
1360,36
868,26
619,38
592,76
1906,6
548,7
464,12
392,2

549,82

18,7214
61,8276
47,7926
36,7722
49,7532
48,2123
84,9907
63,197

69,7947
64,4508
49,5155
18,9583
41,3395
61,6596
31,9477
29,0432
18,188

36,2644

10,1134
40,8954
30,2481
30,7795
32,5772
30,9752
74,5124
46,0523
45,9508
38,5254
31,1591
9,4923
25,1467
36,6633
25,9334
22,2991
9,731

21,7045

4,2938
6,3722
9,9985
2,5663
6,6142
8,414
6,3163
6,1011
17,0789
16,3444
11,4886
4,711
8,6153
11,6114
3,4799
2,0295
4,31

6,367

2,68
4,12
5,72
2,3

2,39
4,35
3,11
3,66
4,58
4,37
4,49
2,84
431
4,71
1,66
2,98
1,7

3,59

Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)

Wang et al. (2020)
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Solanaceae

Araceae

Cleomaceae

Malvaceae

Dioscoreaceae

Celastraceae

Lentibulariaceae

Vitaceae

Velloziaceae

Rhamnaceae

Zosteraceae

Poaceae

Solanum lycopersicum
Spirodela polyrhiza
Tarenaya hassleriana
Theobroma cacao
Trichopus zeylanicus
Tripterygium wilfordii
Utricularia gibba
Vitis vinifera
Xerophyta viscosa
Ziziphus jujuba
Zostera marina

Zea mays

1655,5

273,34

499,86

649,44

1426,82

697,06

201,38

970,66

590,92

875,5

407,82

4268,74

66,6373

18,5793

43,0548

52,9128

110,0194

43,067

25,696

60,8775

33,357

49,8045

58,3071

92,8326

53,1309

13,2391

32,475

41,1864

35,3483

14,8779

11,0205

39,4987

16,482

32,736

42,5747

81,757

7,6647

2,958

5,4973

6,8234

27,2885

3,5149

3,3086

11,3409

10,9287

10,4757

5,9149

6,5389

2,97

1,87

3,73

2,54

27,35

22,54

10,08

4,36

3,43

4,29

52

3,21

Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Wang et al. (2020)

Wang et al. (2020)
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Resumo

Syagrus coronata (Mart.) Becc. € uma palmeira endémica do Brasil, distribuida nos biomas
da Caatinga e Mata Atlantica com elevada importancia socioecondémica e ecologica. No
entanto, a acentuada fragmentacdo dos biomas onde é encontrada tem contribuido para a
vulnerabilidade da espécie que necessita de estratégias para conservacdo de Seus recursos
genéticos. Diante disso, objetivou-se estimar o polimorfismo em individuos provenientes de
seis localidades em diferentes biomas com base em marcadores microssatélites e sequéncias
de cloroplasto. As analises revelaram a formacao de apenas um grupo populacional, indicando
baixa diferenciacdo genética entre as localidades. A maior parte da variacdo genética
encontra-se dentro das amostras (98,3% para dados de SSRs e 56,68% para SNPs), revelando
elevado fluxo génico intrapopulacional. Os resultados encontrados expressam niveis
significativos de diversidade genética podendo contribuir para o desenvolvimento de
estratégias de conservacdo da espécie.

Palavras-chave: palmeira nativa, ouricuri, marcadores moleculares, conservagao.
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Introducéo

A conservagao dos recursos genéticos tem sido uma necessidade para muitas espécies,
devido a perda de habitat, superexploracdo dos recursos naturais, invasdo de espeécies
exoticas, poluicdo, mudancas climaticas e outras acdes antropicas, que aumentam o risco de
extin¢cdo da espécie, sendo a quantificacdo da diversidade genética e o grau de endogamia em
populacbes, importantes para caracterizar a histéria da selecdo natural e os relacionamentos
entre os individuos da espécie. Esses parametros genéticos sdo fundamentais para o
planejamento da conservacdo dos recursos genéticos (Hohenlohe et al. 2020). As estimativas
de parametros de diversidade genética ttm aumentado com a descoberta e o desenvolvimento
de marcadores moleculares. Os marcadores moleculares tém sido acessiveis a muitas espécies
depois do advento das tecnologias de sequenciamento de nova geracdo (NGS), permitindo
disponibilizar diversos tipos de marcadores moleculares, como os marcadores microssatélites
(SSR — Simple Sequence Repeat) (Hedel et al. 2016, Moura et al. 2017) e mais recentemente
0s SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) (Morgil et al. 2020), que possui abundancia nos
genomas, facilidade nas anélises e gerenciamento de dados (Thomson 2014).

Syagrus coronata (Mart.) Becc. € uma espécie endémica do Brasil pertencente a
Arecaceae, sendo popularmente conhecida como ouricuri e licuri (Noblick 2017). Trata-se de
uma palmeira com elevado potencial socioeconémico e ecoldgico devido a vasta utilizacdo
para fabricacdo de produtos alimenticios e artesanais (Noblick 2017), além de seus frutos
servirem como alimento para a fauna nativa, principalmente a ave Anodorhynchus leari que
se encontra ameacada de extincdo (Santos-Neto e Camandaroba 2008). Essa espécie esta
distribuida em dominios da Mata Atlantica e Caatinga (Noblick 2017, Souza et al. 2018),
considerados biomas de grande importancia para o Brasil, com elevado grau de endemismo.
No entanto, ambos vém sofrendo acentuada fragmentacdo de hébitat ocasionando a redugéo
de sua cobertura vegetal. O primeiro se encontra com apenas 11% a 16% de sua extenséo
original (Ribeiro et al. 2009) e o segundo possui menos de 10% de sua area de origem,
reconhecido como uma das regides naturais mais ameacadas do pais (Banda et al. 2016, Moro
et al. 2016).
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Estudos genéticos vém sendo realizadas em S. coronata, como 0 sequenciamento do
genoma de cloroplato (Aquila et al. 2018), desenvolvimento de marcadores moleculares do
tipo SSR (Barbosa e Almeida 2018) e a estrutura filogeografica nos dominios da Mata
atlantica e Caatinga (Souza et al. 2018). Esses estudos filogeograficos revelaram expressiva
variabilidade genética nos haplétipos, sugerindo elevada diversidade genética nas populactes
naturais que pode ser utilizada para elaboracdo de estratégias para formagdo de bancos de
germoplasma. No presente estudo, foi acessada a diversidade genética em S. coronata usando
marcadores moleculares SSR e sequéncias do espacador intergénico do genoma de cloroplasto
trnH-psbA, com os seguintes objetivos: (1) obter o polimorfismo de loci de microssatélites e
sequéncias do genoma de cloroplasto em S. coronata e (2) propor estratégias para coleta e

conservacao da espécie.

Material e métodos

Material vegetal e extracdo do DNA

A coleta do material vegetal consistiu em amostras foliares em estagio adulto e sem
sinais de injuria pertencentes a seis localidades, sendo quatro da Caatinga (Sdo José da
Tapera, Santana do Ipanema, Raso da Catarina, Agua Branca) e duas da Mata Atlantica
(Piramb0 e Coruripe), onde o nimero de individuos amostrados variou entre 13 a 20,
devidamente georreferenciados (Tabela S1). O isolamento do material genético ocorreu de
acordo com o protocolo Doyle e Doyle (1987) e a integridade e quantidade do DNA foi
aferida em gel de agarose a 1% e espectofotbmetro, respectivamente.

PCR e genotipagem das sequéncias de microssatélites (SSRs)

A amplificacdo do DNA ocorreu para cinco loci do genoma nuclear (SYA92,
SYA100, SYA116, SYA129, SYA130), usando primers desenvolvidos por Barbosa e
Almeida (2018). As reagdes de PCR foram conduzidas em um volume de 50 pL, para cada
reacao foi utilizado 100-200 ng de DNA, 5 pL da solucéo tampéo (Tris-Hcl pH 8,5 e 500 mM
de KCI), 0,2 mM de cada dNTP, 1,5 mM de MgCl2,0,5 uL de cada primer e 2,5 unidades de
Taq Polimerase. As amplificagcdes ocorreram em um termocilador (Applied Thermal Cycler

Biosystems® 2720) com uma desnaturacgéo inicial de 94° C por dois minutos, seguido por 35
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ciclos de desnaturacao a 94° C por 45 segundos, anelamento por 30 segundos de acordo com
a temperatura especifica para cada primer e extensdo de 72° C por um minuto. Uma extensao
final de 72° C por 10 minutos foi realizada. Os produtos de PCR foram analisados em gel de
agarose a 1%. Para a genotipagem foi utilizado por amostra 1uL da reacdo de PCR, 0,2 puL do
marcador LI1Z600 e 8,8 pL de formamida. Os produtos dessa reacdo foram submetidos a
desnaturacdo a 95° C por dois minutos em termociclador e genotipados em sequenciador
automatico ABI3500 (Applied Biosystems).

PCR e sequenciamento das sequéncias de cpDNA

Para as regides do genoma de cloroplasto foi realizada a amplificacdo de oito regides
(rpL2, trnH-psbA, rps16-trnQ, trnD-trnT, rbclAl, trnS-trnG, petB-petD e atpB-rbcl) usando
primers descritos por Scarcelli et al. (2011), porém apenas a regido trnH-psbA apresentou
polimorfismo e as sequéncias foram usadas para genotipagem por sequenciamento de Sanger.
As reacbes ocorreram com um volume de 50 pL, contendo 100-200 ng de DNA, 5 uL da
solucdo tampéo, 1,5 mM de MgCl2, 0,2 mM dNTP, 1,25 U Tag DNA polymerase e 0,5 uL de
cada primer. As amplificacdes foram realizadas com uma desnaturacdo inicial de 94° C
durante trés minutos, seguidas de 40 ciclos de 94° C por 30 segundos, anelamento de 55-60°
C por 30 segundos e uma extensdo final de 72° C por 10 minutos. As reacdes foram
conduzidas em um termociclador e os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose a 1%. Os produtos de PCR foram sequenciados usando o Kit de
sequenciamento BigDye® Terminator v3.1 (Applied Biosystems®) no analisador genético
ABI3500 (Applied Biosystems®).

Andlise dos dados

Para os dados do trnH-psbA foram calculados os parametros de diversidade genética:
indice de diversidade de Shannon-Wiener (H) (2001), indice de Stoddart e Taylor’s (G)
(1987), indice de diversidade de Simpsons (lambda) (Simpson 1949), riqueza de alelos,
medida de informacg&o de Shannon e heterozigosidade (Sherwin et al. 2017). Essas estatisticas
foram calculadas usando o pacote poppr R package (Kamvar et al. 2014). Para os dados de
SSR, foram analisados o numero de alelos (Na) heterozigosidade observada (Ho) e esperada

(He), Fst, diversidade de Nei (1978) (Hexp) e a frequéncia de alelos nulos para cada locus foi
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calculada usando Chakraborty e Zhong (1994), implementado no R PopGenReport 3.0
package (Gruber e Adamack 2017). Foram calculados os parametros de diversidade genética:
indice de diversidade de Shannon-Wiener (H), indice de Stoddart e Taylor’s (G), indice de
diversidade de Simpsons (lambda) (Simpson 1949), riqueza de alelos e diversidade de Nei
(1978) (Hexp) usando o pacote poppr R package (Kamvar et al. 2014). A Anélise de
componentes principais foi obtida usando a funcéo glPca do pacote adegenet (Jombart 2008) e
a analise de variancia molecular usando poppr.amova do pacote poppr R package (Kamvar et
al. 2014).

Resultados e discussao

Marcadores SNP

Entre as regides do genoma de cloroplasto amplificadas, somente a regido do trnH-
psbA mostrou polimorfismo, exibindo cinco sitios polimorficos, combinados em nove
haplotipos. Os haplotipos foram identificados em algarismos romanos variando de 1 a 1X, cuja
distribuicdo dos haplétipos V e VIII sdo os mais frequentes na Mata Atlantica, enquanto o0s
hapl6tipos de maior frequéncia na Caatinga sdo os 1X, V e VII. Embora o haplétipo VIII
esteja presente apenas na populacdo de Coruripe e o haplétipo VI sendo identificado apenas
na populacdo proveniente de Sdo José da Tapera, houve um compartilhamento de haplotipos
expressivo entre os diferentes biomas (I, 111, 1V, V, VII e IX), indicando a ocorréncia de fluxo
génico entre individuos da Caatinga e Mata Atlantica (Figura 1A).

A avaliacdo da diversidade genética nos marcadores SNPs usando diferentes
estatisticas (H, G e lambda) demonstra que a populacdo de Pirambu( (bioma Mata Atlantica)
possui 0s maiores valores em relacdo as demais localidades, porém a populacdo coletada no
Raso da Catarina (bioma Caatinga) apresentou maior diversidade usando o método Shannon
information, além de também representar a populagdo com o maior indice de
heterozigozidade. A maior riqueza alélica foi encontrada em S&o José da Tapera e Pirambu,
ambas com 0,8 (Tabela 1). Vale a pena considerar que a presencga de fluxo génico pode ser
por consequéncia da eficiéncia nos mecanismos de dispersdo das sementes. Apesar de alguns
estudos apontarem A. leari como agente de dispersdo de sementes, esta ave aparentemente
ndo desempenha este papel, visto que consome os frutos imaturos (Andrade et al. 2015).

Dessa forma, a maneira mais provavel de dispersdo das sementes nos diferentes biomas foi
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realizada por animais terrestres e pela atuagcdo do homem, transportando as sementes de um

local para o outro (Souza et al. 2018).

Marcadores SSR

J4 para as regibes de microssatélites genotipadas, apenas trés apresentaram
polimorfismo (P92, P129 e P130). O numero de alelos encontrados de acordo com cada
localidade variou de 15 a 18 alelos, representando bem a diversidade nas localidades
estudadas (Tabela 3). Apenas na Loc.D ndo foi identificada presenca de alelo restrito, as
demais apresentaram a seguinte exclusividade alélica: Loc.A e Loc.C apresentaram alelos
restritos para o locus P130; Loc.B para o locus P92 e Loc.E e Loc.F para os loci P92 e P130
(Figura 1B, C e D e Tabela 4), sugerindo que estas localidades preservam seu proprio pool
génico.

A andlise dos SSRs revelou que a maior diversidade genética foi encontrada na
populacdo de Agua Branca (bioma Caatinga) para os trés métodos estatisticos utilizados (H, G
e lambda). Ja a diversidade baseada em Nei (1978) indica que a populacdo de Pirambu foi
mais expressiva e também apresentou a maior diversidade alélica (5,09) (Tabela 4).

Os niveis de diversidade genética foram elevados para todos os loci analisados, onde
a heterozigozidade observada (HO) obteve valores superiores a 0,67 e a heterozigozidade
esperada (HE) valores acima de 0,58, de modo que HO>HE pelo equilibrio de Hardy-
Weinberg, revelando excesso de heterozigotos. A heterozigozidade baseada em Nei (1978)
variou de 0,59 a 0,78, também indicando variabilidade genética. O maior valor obtido para
Fst nos trés loci foi 0,048, evidenciando diferenciacdo genética reduzida entre as localidades
(valor distante de 1) e que apenas um grupo foi definido. O valor de alelos nulos variou de
0,09 a 0,19 para P129 e P130, respectivamente (Tabela 3), sendo que a Loc.F apresentou a
maior taxa de falha de amplificacdo (PCR) (52,63%) no locus P129, indicando que
determinada regido deste locus para esta populacdo apresenta uma alteracdo genética na
regido de anelamento que impossibilita o sucesso da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
(Figura S1).

Diversidade Genética nas Populacdes
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A andlise de variancia (AMOVA) demonstrou que a diversidade genética se encontra
dentro das amostras e ndo entre as amostras tanto para dados oriundos de SSRs (98,3%)
quanto para as sequéncias de cloroplasto (56,68%) (Tabelas 2 e 5), indicando um elevado
fluxo génico intrapopulacional. Embora os recursos genéticos da espécie estejam distribuidos
em diferentes biomas (Souza et al. 2018), este resultado evidencia que a diversidade presente
nas localidades estudadas ndo difere entre si, ou seja, para a formagdo de bancos de
germoplasma ndo ha a necessidade de coletar individuos em locais distintos. Essa evidéncia
foi corroborada através das andlises de componentes principais (PCA) e rede minima de
agrupamento em que detectaram a formacdo de um Unico grupo, indicando que a variacao
genética nao difere entre as localidades estudadas (Figura 2). Apesar das localidades
apresentarem expressiva aproximacdo genética, formando apenas um grupo, pode-se notar
que todas as localidades com vegetacdo da Caatinga parecem estar mais proximas, com
excegédo da Loc.D (Figura S2).

Ao analisar pares de grupos populacionais, o indice de distancia genética revelou
baixa diferenciacdo genética entre as localidades para os dois tipos de marcadores, no qual o
maior valor obtido para SSRs esteve entre Raso da Catarina e Santana do Ipanema (0,101) e o
menor valor foi encontrado entre Agua Branca e Raso da Catarina (0,023). Para os dados de
SNPs, 0 maior valor foi entre Agua Branca e Raso da Catarina (0,755) e o menor valor obtido
foi entre Santana do Ipanema e Coruripe (-0,107) (Tabela 6).

Conservacao de recursos genéticos

Considerando que uma das principais metas nos programas de conservagéo,
adicionalmente a preservacdo de habitats, € a manutencdo dos niveis existentes de diversidade
genética em espécies ameacadas ou que estdo inseridas em biomas ameacados, os resultados
obtidos neste estudo possibilitaram a compreensdo acerca da diversidade genética de S.
coronata em seis diferentes localidades distribuidas pelos biomas Caatinga e Mata Atlantica
contribuindo para a conservacao dos recursos genéticos da espécie.

Partindo do principio que a palmeira ouricuri apresenta monoicismo, possuindo
flores unissexuadas (configurando uma distribuicdo padréo, onde as flores pistiladas estdo
sempre entre duas estaminadas) (Noblick 2017), sendo considerada xendégama facultativa,
algumas caracteristicas fenotipicas da planta podem ndo ser mantidas devido a possivel

recombinacdo genética. A formacdo de bancos de sementes pode ser vidvel, pois as sementes
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de ouricuri sdo ortodoxas, apesar de estudos de germinagdo na espécie serem incipientes. No
entanto, a conservacgao in situ parece ser a op¢do mais favoravel, devido a alta diversidade
genética encontrada dentro das populacbes, indicando que a diversidade se encontra
amplamente distribuida nas diferentes localidades estudadas. Além disso, € sugerido
promover o enriquecimento das Unidades de Conservacdo (UC) que contam com a presenga
da palmeira ouricuri como, por exemplo, parques (nacionais, estaduais e municipais), estacdo
ecologica e areas de protecdo ambiental (Gomes et al. 2018).

De maneira geral, pode-se afirmar que o conhecimento acerca da importancia da
conservacdo de S. coronata merece ser melhor difundido na sociedade, merecendo maior
aproximagao entre comunidades rurais, instituicdes de pesquisa e 0 consumidor propriamente
dito, a fim de atingir resultados cada vez mais promissores. Dessa forma, deve-se levar em
consideracdo as praticas extrativistas locais, principalmente aquelas voltadas para a extracdo
de folhas para confeccdo artesanal (Andrade et al. 2018), que é responsavel pela
sobrevivéncia de diversas comunidades (Noblick 2017). Neste contexto, o entendimento sobre
as préticas de colheita de folhas pode auxiliar para a realizacdo de medidas mais sustentaveis,

podendo contribuir para melhores estratégias de conservagdo (Campos et al. 2018),
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Figure 1. (A) Distribution of haplotypes from the trnH-psbA. The indicated colors indicate
the different haplotypes found and e (B), (C) e (D) Allelic distribution in three microsatellite
regions. The abbreviations specified refer to the localities: Loc. A (S8o José da Tapera), Loc.
B (Pirambu), Loc. C (Coruripe), Loc. D (Santana do Ipanema), Loc. E (Raso da Catarina) and

Loc. F (Agua Branca).

97



Santana JTS (2022) Caracterizagdo genémica do DNA repetitivo e diversidade genética em Syagrus

coronata (Mart.) Becc.

- |
| ’. =
\ y |
< /’[ ‘m\ 1
o N i
Red Bops A ]
EPORGEEE N\
s
el
“l TS
1/
l
Populations
B locA - SNP SSR
g tzgg Populations Cbo
O Loc.D B LocA 08 &O % O(D(g
O LocE @ Loc.B OO O
. B3 Loc.C 00° 2
. O Loc.D 9
il O Loc.E Y
O Loc.F 2 . {;é}
< Samples/Node O® OO
- ; .
_Hn i ‘1 ?
f @]
o @
. \ [ofdi | .
g 2 e
S £ )
(@]
&

Figure 2. Principal component analysis (PCA) revealing a two-dimensional distribution using
data of SNP and microsatellites. Minimum-spanning network depicting the distribution
multilocus SNP and microsatellites in Syagrus coronata.
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Figure S1. Percent missing during polymerase chain reaction (PCR) in diferent loci.
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Figure S2. Clustering obtained from microsatellite sequences (SSRs) using the Neighbor

Joining method.
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Table 1. Genetic diversity parameters for Syagrus coronata using sequences data.

SNP loci

Populations Allelic Shannon

Samples H G lambda Het
richness information

Sé&o José da Tapera (A) 17 1.47 3.40 0.71 0.8 0.203 0.082
Pirambu (B) 19 1.60 3.88 0.74 0.8 0.235 0.103
Coruripe (C) 16 073  1.68 0.41 0.4 0.179 0.203
Santana do Ipanema (D) 20 0.86 2.02 0.50 0.4 0.166 0.190
Raso da Catarina (E) 18 0.21 1.12 0.11 04 0.277 0.273
Agua Branca (F) 17 058  1.44 0.30 0.4 0.164 0.216

H: Shannon-Wiener Index of MLG diversity (Shannon 2001); G: Stoddart and Taylor’s Index of MLG diversity
(Stoddart and Taylor 1988); Lambda: Simpson’s Index (Simpson 1949), Allelic richbes, Shannon information
and het: heterozygosity base in Sherwin et al. (2017).
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Table 2. Analysis of Molecular Variance between

samples using sequences data from

chloroplast.

\S/glrji;i?o?]f D.F. S.s. V.C. P. V.
Among samples* 5 24.47 0.26 43.32
Within samples 101 33.83 0.33 56.68
Total 106 58.30 0.59 100%

D.F.- Degree of freedom; S.S.- Sum of squares; V.C.- Components of Variance; P.V.- Percentage of variation

*Significant at p<0.001 (999 permutation)
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Table 3. Genetic diversity parameters for Syagrus coronata.

Microsatellite loci

Primers*
N. Alleles Alleles size  Ta (°C) Ho He  Hexp Fst Null alelles
P129 7 175-189 60 0.67 058 0.59 -0.012 0.09
P130 10 253-260 60 095 073 0.74 0.048 0.19
P92 11 189-212 60 080 077 0.78 0.037 0.10

* Ho: Observed heterozygosity; He: expected heterozygosity; Hexp: Nei's 1978 gene diversity.
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Table 4. Genetic diversity parameters for Syagrus coronata.

Microsatellite loci

Populations

Private Allelic

Samples N° Alleles H G lambda Hexp

alleles richness
S&o José da Tapera (A) 14 15 1 4.21 244 109 0.91 0.69
Pirambu (B) 13 18 2 5.09 256 13.0 091 0.74
Coruripe (C) 16 16 1 4.57 267 142 093 0.72
Santana do Ipanema (D) 13 15 0 4.54 2.63 130 0.92 0.73
Raso da Catarina (E) 19 16 2 4.13 257 109 0.91 0.60
Agua Branca (F) 19 18 2 4.43 280 157 094 067

H: Shannon-Wiener Index of MLG diversity (Shannon 2001); G: Stoddart and Taylor’s Index of MLG diversity
(Stoddart and Taylor 1988); Lambda: Simpson’s Index (Simpson 1949), Allelic richbes, Hexp: gene diversity

(Nei 1978).
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Table 5. Analysis of Molecular Variance between samples using SSR data.

Source of variation D.F. S.S. V.C. P. V.
Among populations* 5 9.21 0.025 1.7%
Within populations 88 127.71 1.45 98.3%
Total 93 136.92 1.48 100%

D.F.- Degree of freedom; S.S.- Sum of squares; V.C.- Components of Variance; P.V.- Percentage of variation

*Significant at p<0.001 (999 permutation)
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Table 6. Pair-by-pair matrix based on the values of genetic differentiation (Fst) for the
population groups of Syagrus coronata, where above contains the values Fst from SSR data
and below the Fst from SNP data.

Populations Loc. A Loc. B Loc.C Loc.D Loc. E Loc. F
Loc. A - 0.064 0.058 0.062 0.048 0.034
Loc. B -0.048 - 0.030 0.025 0.089 0.057
Loc.C 0.187 0.143 - 0.039 0.093 0.072
Loc. D 0.121 0.095 -0.107 - 0.101 0.070
Loc. E 0.715 0.658 0.726 0.710 - 0.023
Loc. F 0.345 0.311 -0.052 0.014 0.755 -

Loc. A (S8o José da Tapera), Loc. B (Piramb0), Loc. C (Coruripe), Loc. D (Santana do Ipanema), Loc. E (Raso
da Catarina) and Loc. F (Agua Branca).
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Table S1. Details of six populations of Syagrus coronata collected in the Caatinga and
Atlantic Forest, indicating latitude and longitude.

Sample
Location Longitude Latitude Biome
SNP SSR
S&o José da Tapera- AL (A) 17 14 - 37.3260 -9.5766 Caatinga
Pirambu — SE (B) 19 13 - 36.7571 - 10.6035 Atlantic Forest
Coruripe — AL (C) 16 16 - 36.0046 - 10.0030 Atlantic Forest
Santana do Ipanema— AL (D) 20 13 - 37.1540 -9.3801 Caatinga
Raso da Catarina — BA (E) 18 19 - 38.4415 - 9.4490 Caatinga
Agua Branca — AL (F) 17 19 - 37.9189 -9.2724 Caatinga
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Anexos

Normas de redacao de dissertacdo ou tese do PPGAMGP

Dissertacdo constitui o produto final de pesquisas desenvolvidas em cursos de
Mestrado e a Tese constitui o produto final de pesquisas desenvolvidas em cursos
de Doutorado. Exigem investigaces proprias a area de especializacdo e métodos
especificos.

A Dissertagdo ou Tese é de responsabilidade do discente, da Comissdo Orientadora
e da Banca Examinadora.

Estrutura

A Dissertacdo ou Tese deverd ser composta de: (i) capa, (ii) paginas pré- textuais,

(i) corpo propriamente dito e, (iv) anexo (paginas pds-textuais).

A capa deverd conter a autoria, titulo, local e ano da aprovacdo. As capas
encadernadas em mais de um volume deverdo conter as mesmas informacdes
acrescidas da identificacdo do respectivo volume. Dois (2) exemplares devem ser de

capas duras de cor preta e letras amarelas.
As paginas pré-textuais serdo compostas:

Primeira folha interna (pagina de rosto), contendo; (i) autoria, (ii) titulo; (iii) nota
explicativa de que se trata de um trabalho de Dissertacdo ou Tese, mencionando o
Programa de Pés-Graduacdo, a Universidade e o grau pretendido (Mestrado ou
Doutorado); (iv) comité de orientacdo e (v) local e ano de aprovacdo. Contara, no

verso desta folha, a ficha catalografica.

Segunda folha interna deve conter, o titulo, 0 nome do p6s-graduando(a), a data de
aprovacao, os nomes e as assinaturas do orientador e dos participantes da Banca

Examinadora, local e data.

Opcionalmente, poderdo ser incluidas paginas adicionais contendo: (i)
agradecimento (ii) oferecimento, (ii) dedicatéria e (iv) biografia do autor,

obrigatoriamente, deve conter (v) lista de simbolos, figuras, tabelas e sumario.
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Folha (s) em que conste (m) o resumo em portugués, palavras-chave, o abstract em
inglés e key words. O resumo com no maximo 800 palavras devedestacar: o local da
pesquisa, delineamento estatistico, caracterizacdo do problema, focalizar o(s)

objetivo(s), sintese da metodologia, resultados obtidos e conclusdes.

O corpo da Dissertacdo ou Tese conterd todo o trabalho impresso, avaliado e
aprovado pela Banca Examinadora. O corpo podera ser organizado na forma de
capitulos.

O corpo em capitulos serd composto das sec¢des:

Capitulo I: Introducdo e Referencial Teorico; Capitulos (I ou mais a depender do
namero de artigos cientificos); e Considera¢gdes Finais (opcional). As referéncias
bibliograficas e citagcbes seguirdo as normas da Crop Breeding and Applied
Biotechnology (CBAB). As referéncias bibliograficas deverdo aparecer ao final de

cada capitulo.
O anexo (paginas pos-textuais) contera material pertinente e suplementar.

Inserir cabecalho com citagdo do autor e nome da dissertacéo ou tese, sendo a fonte

tipo arial e tamanho 10, a partir do Capitulo | até a pagina inicial da folha anexo(s).

Editoracéo

Composicao tipografica. As dissertacdes ou teses deverdo ser impressas em forma
permanente e legivel, com caracteres de alta definicdo e de cor preta no tipo Arial

tamanho 12, com espacamento 1,5.

Notacdo cientifica e medidas. A nomenclatura cientifica devera ser diferenciada
contextualmente, de acordo com as normas internacionais. As unidades métricas

deverdo seguir o padrao do Sistema Internacional de Unidades.

Papel. Utilizar papel A-4 (210 x 297 mm) branco, e suficientemente opaco para

leitura normal.

Margens. A margem esquerda deve ser de 3 cm e as outras margens de 2 cm.
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Paginacdo. Todas as paginas textuais e pos-textuais deverdo ser numeradas em
sequéncia continua, isto €, desde a pagina do Capitulo | (texto corrido), até a ultima
pagina, em algarismos arabicos. A sequéncia deverda incluir tudo que estiver como
mapas, diagramas, paginas em branco e outros. As paginas pré-textuais deverao ser

numeradas, sequencialmente, como algarismos romanos minusculos.

lustracdes. Fotografias e outras ilustracoes deverédo ser montadas de forma definitiva
e incluidas no corpo da Dissertacéo ou Tese. E admitido o uso de cores nas figuras
e ilustracbes. Em nenhuma circunstancia dever-se-4 empregar fita adesiva ou
material similar para afixacdo de ilustracbes no corpo da Dissertacdo ou Tese.
Folhas de tamanho superior a A4 seréo aceitaveis, desde que dobradas, de forma a

resultar em dimensdes inferiores ao tamanho do papel adotado.
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